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Resumo 
Os enterococos constituem uma grande parte da microflora do tracto 
gastrointestinal dos mamíferos. Durante muito tempo os enterococos foram 
considerados inofensivos para o Homem, no entanto tem-se observado um aumento de 
infecções por eles causadas, em paralelo com o aumento da sua resistência a 
antibióticos, incluindo resistência à vancomicina. Num estudo efectuado anteriormente, 
verificou-se a existência de isolados E. faecalis, tanto clínicos como alimentares, que 
apresentavam susceptibilidade ou uma resistência intermédia à vancomicina, mas que 
no entanto apresentavam o operão vanA incompleto, sendo denominados de VACISEf.  
No presente estudo tiparam-se 17 isolados VACISEf (de alimentos, de humanos 
e de animais) por MLST e MLVA, de modo a determinar a disseminação destes 
isolados e a determinar a sua relação com Enterococcus resistentes à vancomicina 
(VRE) presentes na base de dados (http://efaecalis.mlst.net/). Pelo método de MLST, 
verificou-se que estes isolados não se encontram relacionados entre si, não estando 
também relacionados com nenhuma estirpe resistente. A disseminação do transposão e 
consequentemente do gene vanA parece assim não ser clonal. O método MLVA descrito 
mostrou-se pouco eficiente no estudo de tipagem envolvendo isolados de diferentes 
ambientes. 
A tipagem molecular revelou a existência de isolados alimentares relacionados 
com isolados hospitalares que causaram infecção. Recorrendo à Suppression Subtractive 
Hybridization (SSH), procuraram-se as diferenças entre os genomas de um isolado 
hospitalar e de um isolado alimentar. Dos clones analisados (10%) apenas duas 
diferenças foram encontradas. Das restantes sequências analisadas é de salientar a 
detecção em ambos os isolados de um gene do plasmídeo pCF10, uma sequência 
homóloga a uma região do genoma da estirpe OG1-RF e também a existência de uma 
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sequência homóloga com uma região do genoma de S. aureus, o que evidencia a grande 
plasticidade do genoma de E. faecalis. 
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Abstract 
Enterococci constitute part of the microflora of the gastro intestinal tract of 
humans and other mammals. For many years enterococci were considered harmless for 
humans. However an increase of infections caused by these bacteria, and also an 
increase in antibiotic resistance has been reported in the last decades, including 
resistance to vancomycin. In a previous study the existence of E. faecalis strains, both 
of clinical and dairy origin, presenting susceptibility, or an intermediate resistance, to 
vancomycin, carrying an incomplete vanA operon were detected and designated as 
VACISEf. In the present study 17 VACISEf isolates (from food, humans and animals) 
were typed by MLST and MLVA in order to evaluate dissemination of these isolates 
and to determine their relation with VRE from the database (http://efaecalis.mlst.net/.). 
MLST revealed that those isolates are not related with each other, nor related with any 
VRE strain. Thus, vanA spread appears not to be clonal. MLVA revealed to be 
inefficient to study isolates from different environments. 
Molecular typing revealed the existence of dairy isolates related to hospital 
isolates. Using Suppression Subtractive Hybridization (SSH), differences between the 
genomes of an hospital isolate and a dairy isolate, were searched. Of the analysed clones 
(10%) only two differences were found. From the remaining analyzed sequences, it is 
important to highlight the detection of a gene of the pCF10 plasmid, an homologue 
sequence to the genome of the OG1-RF strain and an homologue sequence to a region 
of the S. aureus genome, which demonstrates the great plasticity of the E. faecalis 
genome. 
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Introdução 
 
Género Enterococcus  
O nome “entérocoque” foi pela primeira vez introduzido em 1899 por 
Thiercelin, de modo a enfatizar a origem intestinal de diplococos Gram-positivos por 
ele descobertos58, 77. No entanto, no início do século XX, o termo Streptococcus era 
mais utilizado para designar estas bactérias. Em 1937, Sherman desenvolveu um novo 
esquema de classificação do género Streptococcus, dividindo-os em quatro classes: 
piogénicos, viridans, lácteos e enterococos, sendo este último maioritariamente de 
origem fecal31, 34, 58, 77. Só o aparecimento de técnicas de hibridação de DNA-DNA e 
DNA-rRNA e sequenciação do RNA 16s, foi possivel destinguir os enterococos dos 
streptococos, o que culminou na aceitação do Género Enterococcus em 198434, 58, 74, 77, 
86
. Até à data são conhecidas as seguintes espécies de enterococos: E. aquimarinus, E. 
asini, E. avium, E. caccae, E. camelliae, E. canintestini, E. canis, E. casseliflavus/E. 
flavescens, E. cecorum, E. columbae, E. devriesei, E. dispar, E. durans, E. faecallis, E. 
faecium, E. gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus/ E. saccharominimus, E. 
heemanniensis, E.hirae, E. italicus, E. malodoratus, E. moraviensis, E. mundtii, E. 
pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. saccharolyticus, 
E. silesiacus, E. sulfureus, E. termitis, E. thailandicus, E. villorum/ E. porcinus 
(http://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.html acedido a 20 de Agosto de 2008).  
O género Enterococcus consiste em bactérias Gram-positivas, anaeróbios 
facultativos, que apresentam uma forma ovóide, podendo aparecer como pequenas 
cadeias, aos pares ou como células únicas27, 31, 77. Fazem parte da microflora intestinal 
humana, mas também foram descritos como fazendo parte da mucosa oral e do extracto 
vaginal124. Também se encontram na microflora de outros animais, alimentos 
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(principalmente em produtos lácteos e carnes), plantas, podendo também ser 
encontrados no solo e água, provavelmente como resultado de contaminação por fontes 
fecais e devido à sua tolerância natural a condições adversas36, 40, 73, 77, 124. E. faecium e 
E. faecalis são as espécies mais comuns em humanos. E durans é frequentemente 
encontrado em leite e queijos, dos quais também são isolados E. hirae e E. 
casseliflavus/E. flavescens 77, 86.  
Os enterococos são capazes de crescer entre 10ºC e 45 ºC, até 6.5% de NaCl 
(sendo este um dos melhores parâmetros para a sua identificação) e a pH 9.6. São 
também capazes de resistir a 60ºC durante 30 minutos19, 34, 77, 86. 
Algumas espécies são pigmentadas, como é o caso do E. mundtii e do E. 
casseliflavus; outras apresentam mobilidade, como o E. casseliflavus e o E. 
gallinarum34, 77. Estes organismos não possuém citocromos e são catalase negativos, 
porém existem algumas espécies que produzem uma pseudocatalase34, 77. Outra das 
características que os distingue é a capacidade de hidrolisarem compostos como a 
esculina na presença de 40% de sais biliares, L-pirrolidonil-β-naftilamida (PYR) e 
leucina-β-naftilamida (LAP), com excepção de algumas espécies34, 77. 
O seu antigénio, ácido teicoico, está descrito como pertencente ao grupo D dos 
streptococos, no modelo de classificação de Lancefield.  
O seu conteúdo em G+C varia entre 37 a 45 mol%31, 34, 77.  
Os enterococos são organismos fermentativos restritos devido á inexistência de 
ciclo de Krebs50. Quase todas as estirpes são homofermentativas, sem que haja produção 
de gás. A fermentação da glucose resulta na produção de ácido L-lático27.  
Os enterococos são quimioorganotróficos, e o seu complexo nutricional requer 
um meio contendo peptona ou produtos semelhantes27.  
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A sua capacidade de crescimento em condições adversas permite a sua distinção 
de outras bactérias, e consequente isolamento, estando descritos como resistentes a 
vários antibióticos27. 
Ao contrário de outras bactérias lácteas, os enterococos não são considerados 
GRAS (Generally Reconized As Safe), dado que a sua detecção em águas é considerada 
um indicador de contaminação fecal77, 86. No entanto, algumas estirpes têm uma acção 
benéfica, sendo até considerados indispensáveis na indústria queijeira, como culturas de 
arranque34, 73. 
A distribuição dos organismos envolvidos em infecções nosocomiais tem vindo 
a alterar-se, tendo-se observado uma alteração das bactérias Gram-negativas para as 
Gram-positivas, das quais se destacam os Enterococcus que emergiram como um dos 
principais agentes patogénicos86. Os enterococos são responsáveis por infecções 
nosocomiais graves, sendo a terceira causa nos EUA e a quarta na Europa, sendo 
considerados patogénicos emergentes. Mais especificamente, os enterococos são a 
segunda causa de infecções urinárias tanto nos EUA como na Europa, e são 
responsáveis de entre 5 a 20% das endocardites86. A taxa de mortalidade de infecções 
por enterococos ronda os 20 a 30%86. 
Resumem-se a duas as fontes de infecção nosocomial por enterococos: a causada 
por enterococos presentes no tracto gastrointestinal do próprio paciente; e a adquirida 
por transmissão no ambiente hospitalar. No entanto, na maioria dos casos torna-se 
difícil perceber em qual dos casos se enquadra cada situação18, 50, 77. 
A maioria das infecções é causada por E. faecalis e E. faecium, representando, 
aproximadamente 80 e 20% das infecções respectivamente. No entanto, já foram 
descritos casos pontuais de infecções causadas por E. durans, E. gallinarum, E. 
casseliflavus e E. raffinosus 86. Embora a maioria das infecções seja causada por  E. 
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faecalis tem-se observado um crescente aumento de infecções causadas por E. faecium, 
espécie à qual está associado um maior numero de resistência a antibióticos6.  
Até ao momento apenas o genoma de dois E. faecalis foram sequenciados, o 
genoma da estirpe V58389, e mais recentemente o genoma da estirpe OG1-RF14. No 
momento estão a ser sequenciados os genomas de outros isolados E. faecalis e também 
está a ser sequenciado o primeiro genoma de um isolado E. faecium 
(http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/microbial/microbial-index.xsp acedido a 20 de 
Agosto de 2008). O interesse pela espécie E. faecalis surgiu pelo facto de esta possuir 
vários plasmídeos, podendo alguns desses ser transferidos por conjugação a outras 
bactérias. Foi em E. faecalis que se descobriram dois novos sistemas genéticos em 
Enterococcus, os transposões conjugativos e plasmídeos que respondem a feromonas 
sexuais29, 35. A existência de plasmídeos conjugativos não só em E. faecalis mas 
também em E. faecium, levou a que estas espécies fossem consideradas como 
reservatórios de plasmídeos para outros géneros de bactérias27, 97, 106. 
 
Importância da resistência a antibióticos em enterococos 
Nos últimos anos uma grande atenção tem sido dada aos enterococos, não só 
pelo aumento de doenças nosocomiais por eles causadas, mas também pelo aumento do 
número de antibióticos aos quais são resistentes. Estes dois factores reforçam-se 
mutuamente, visto que a resistência permite que os enterococos sobrevivam num 
ambiente em que os antibióticos são fortemente utilizados. Por outro lado, o ambiente 
hospitalar contém antibióticos que eliminam bactérias susceptíveis, contribuindo assim 
para uma vantagem selectiva dos organismos resistentes, providenciando também a 
disseminação destes agentes pelo meio hospitalar37, 74. 
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A resistência a antibióticos pode ser dividida em duas classes: a intrínseca e a 
adquirida37, 41, 74. Algumas bactérias são intrinsecamente resistentes a antibióticos, ou 
porque não possuem o local alvo para o antibiótico ou porque este não é capaz de 
atravessar a parede celular, de modo a chegar ao local alvo. A resistência adquirida é 
normalmente dependente de transposões ou plasmídeos, podendo também ser resultado 
de mutações pontuais37, 74. Os enterococos apresentam resistências pertencentes a ambas 
as classes, como referido no Quadro 1. 
 
Quadro 1: Resistências, intrínseca e adquirida, a antimicrobianos em Enterococcus. (Adaptado de Top et 
al, 2008112) 
Resistência Intrínseca Resistência Adquirida 
β-lactâmicos Ampicilina (altos níveis) 
Penicilinas (baixo nível) Aminoglicosideos (altos níveis) 
Carbapenems (níveis intermédios) Macrolitos 
Cefalosporinas (altos níveis) Cloramfenicol 




Streptogramina A Oxazolidinonas 
Glicopéptidos (baixos níveis) Glicopéptidos (altos níveis) 
 
O facto de os enterococos possuírem resistência intrínseca a muitos dos agentes 
antimicrobianos mais comuns, pode constituir uma vantagem comulativa de adquirirem 
genes de alta resistência aos mesmos76. 
Também de grande relevância é o habitat destes organismos, ou seja, o tracto 
gastrointestinal, uma vez que estes estão em contacto, não só com bactérias Gram-
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positivas, mas também Gram-negativas, podendo haver troca de material genético, que 
codifica para genes que conferem resistência a antimicrobianos74. 
 
Resistência à vancomicina 
Os glicopéptidos, como por exemplo a vancomicina (Figura 1) e a teicoplanina, 
são usados no tratamento de doenças causadas por bactérias Gram-positivas, em casos 
de resistência ou alergia a β-lactâmicos54, 60. 
Em 1954 a vancomicina foi isolada da bactéria Amycolaptosis orientalis, 
enquanto que a teicoplanina foi introduzida em 198419, 63. 
Os glicopéptidos são moléculas grandes, rígidas e hidrofóbicas, que são 
constituídos por uma estrutura de sete péptidos, aos quais se ligam cinco a sete anéis 
aromáticos e diferentes glícidos11, 54. 
Devido ao seu tamanho, os glicopéptidos não conseguem penetrar na parede 
celular das bactérias Gram-positivas. Esta é composta principalmente por 
peptidoglicano que é constituído por cadeias polipeptidicas de resíduos alternados de N-
acetilglucosamina (GlcNAc) e ácido N-acetilmurâmico (MurNAc) que se encontram 
ligadas entre si por um pentapeptido de L-alanina-D-glutamato-L-lisina-D-alanina-D-
alanina. São estas ligações cruzadas que vão conferir rigidez e estabilidade à célula69, 73, 
94
.  
Durante a síntese da parede bacteriana ocorre a transglicosilação, ou seja a 
ligação GlcNAc-MurNAc originando as cadeias polissacarídeas; e ocorre a ligação do 
pentapéptido, pela acção de transpeptidases, promovendo a formação das ligações 
cruzadas entre as cadeias de polissacáridos. Os glicopéptidos interagem com o C-
terminal do resíduo de percursores de peptidoglicano D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala) 
da subunidade N-acetil-muramil-pentapéptido da parede celular, e a formação destes 
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complexos bloqueia a transpeptidação, impedindo assim a incorporação dos percursores 
na parede celular, resultando numa formação anormal da parede, levando à morte da 
célula54, 73, 94. 
Os organismos Gram-negativos são intrinsecamente resistentes a estes 
antibióticos, devido a impermeabilidade da parede celular exterior54. 
 
 
Figura 1: Estrutura química da Vancomicina (http://www.molcan.com/vancomycin.htm acedido a 19 de 
Fevereiro de 2008). 
 
A teicoplanina é um substituto menos tóxico da vancomicina, sendo 
maioritariamente utilizada no tratamento de infecções, moderadas ou severas, causadas 
por organismos Gram-positivos. O número de organismos resistentes a este antibiótico é 
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Enterococos resistentes à Vancomicina (VRE – Vancomycin-resistant 
enterococci) 
Durante 20 anos, a vancomicina não foi usada em medicina clínica, dada a sua 
nefro-toxicidade e também pela introdução dos β-lactâmicos60. Contudo, a detecção de 
MRSA (Metecilin Resistant Staphylococcus aureus) em 1961 levou a um aumento do 
uso de vancomicina19. Em meados dos anos 80, a utilização da vancomicina aumentou 
grandemente devido à introdução de uma forma purificada e menos tóxica deste 
antibiótico na Europa e EUA, resultando num aumento brusco do uso deste 
antibiótico118. Em 1986, em França, surgiu o primeiro caso de resistência à 
vancomicina, não em Staphylococcus, mas sim em Enterococcus19. 
A origem dos genes de resistência à vancomicina é ainda desconhecida, 
supondo-se que sejam originários da espécie produtora do antibiótico. Em relação ao 
aparecimento de enterococos ambientais resistentes, pensa-se ser resultado da utilização 
de vancomicina e de outros glicopéptidos, tanto a nível clínico, como agrícola (ex. 
avoparcina – promotor de crescimento). Nas primeiras incidências, os surtos de VRE 
eram monoclonais e apenas ocorriam em alas hospitalares de cuidado intensivo ou de 
oncologia. Contudo, no presente têm sido detectados surtos policlonais de VRE, não só 
em áreas de cuidados intensivos mas também em outras áreas hospitalares. Se os VRE 
se tornarem endémicos no Futuro, os programas de controlo de infecções tradicionais, 
como por exemplo barreiras de precaução e de restrição do uso de vancomicina, deixam 
de ser eficazes57. 
O aumento de enterococos resistentes à vancomicina está-se a tornar um caso 
preocupante para os médicos, dada a ameaça de este antibiótico deixar de ser eficaz no 
tratamento de infecções causadas por estas bactérias73. Na verdade, as grandes 
preocupações em torno da resistência à vancomicina em enterococos prendem-se com: a 
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falta de sinergia, quando a vancomicina é combinada com aminoglicósidos; a resistência 
dos enterococos a muitos dos outros antibióticos; o risco de se espalhar por bactérias 
virulentas73, já tendo sido comprovada a transferência da resistência à vancomicina para 
Staphylococcus aureus108. 
 
Fenótipos e Genótipos de resistência à vancomicina 
O mecanismo de resistência a glicopéptidos em enterococos, ocorre por 
alteração do alvo de ligação do antibiótico. Esta alteração ocorre pela substituição dos 
percursores de peptidoglicano D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Lac ou D-Ala-D-Ser. Esta 
resistência à vancomicina em enterococos pode ser associada a sete fenótipos distintos, 








Quadro 2: Fenótipos de resistência à vancomicina (adaptado de Top et al, 2008112) 
 VanA VanB VanC VanD VanE VanG VanL 
Tipo de 
Resistência 








16-512 0.5-1 0.5-1 4-64 0.5 0.5 0.5 
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Cada fenótipo é codificado por um operão específico, estando seis dos operões 
descritos na Figura 2.  
 
 
Figura 2: Os operões que conferem resistência à vancomicina, já descritos em enterococos. Cada operão 
mostra os genes associados com cada tipo de resistência, cujos mecanismos se encontram descritos no 
texto; As tonalidades de cinzento claro e escuro, correspondem a genes com funções semelhantes. 
(adaptado de Pootoolal et al, 200294) 
 
O fenótipo VanA é caracterizado pela resistência induzida a níveis altos tanto de 
Vancomicina como de Teicoplanina18, 94. A resistência é codificada por nove genes, que 
se encontram num elemento genético móvel, cujo modelo é o transposão Tn1546. Este 
possui a habilidade de se auto-transferir, podendo também ser transferível por 
conjugação8, 9. O Tn1546 tem aproximadamente 11Kb, pode ser encontrado no 
cromossoma ou em plasmídeos. Os 9 genes codificam para nove polipepetidos, que 
interagem de modo a conferirem a resistência a glicopeptidos9. Os dois primeiros, 
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ORF1 e ORF2 (não representados na Figura) que se encontram a montante dos restantes 
elementos, têm a função de transposição; o VanR e VanS, regulam a expressão dos 
restantes genes. O VanH, o VanA e o VanX, conferem resistência, levando à formação 
de percursores de peptidoglicano D-Ala-D-Lac (D-alanil-D-Lactato), em vez dos 
percursores normais D-Ala-D-Ala. Os últimos dois (VanY e VanZ) são proteínas 
acessórias que inibem a via normal da síntese de peptidoglicano9, 54. A via de resistência 
é desencadeada pela proteína sensora VanS e pela proteína reguladora VanR, na 
presença de glicopéptidos no meio. O VanH, uma desidrogenase, reduz o piruvato a D-
lactato. A ligase VanA sintetiza o percursor D-Ala-D-Lac. A VanX, DD-dipeptidase 
hidroliza o dipeptido D-Ala-D-Ala, produzido a partir do cromossoma endógeno. Os 
resíduos D-Ala produzidos são hidrolisados pela DD-carboxipeptidase VanY. A VanZ 





Enquanto nos EUA a prevalência de VRE acontece em hospitais, na Europa a 
realidade é bem diferente. Pensa-se que a situação dos EUA tenha resultado da 
administração de uma grande quantidade de glicopéptidos a nivel hospitalar, no entanto 
esta é uma tendência que começa a alterar-se86. Na Europa têm sido isolados VRE não 
só em ambientes hospitalares, como também em indivíduos não hospitalizados, em 
animais e também em produtos alimentares. Na Europa, onde foi isolado o primeiro 
VRE, a prevalência a nível hospitalar, quando relacionada com os EUA, mantém-se 
num nível mais baixo,  
 O facto de na Europa se observar um elevado numero de isolados VRE não 
associados a ambientes hospitalares e em diferentes ambientes levanta várias 
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preocupações, sendo uma das maiores o isolamento de VRE em animais de quintas. Em 
países onde se utilizaram antibióticos, como a avoporcina, análogos à vancomicina, 
como promotores de crescimento90, 120, têm sido apresentadas evidências da possível 
transmissão de VRE de animais para humanos 51, 107 101, 117, 122. O facto de se considerar 
a hipótese de transmissão entre animais e humanos, levanta a questão da necessidade de 
monitorizar os animais de companhia, podendo estes ser uma via de transmissão de 
resistência aos humanos 43, 47. Outro problema relacionado com animais de quintas, é se 
os produtos obtidos desses animais, como leite, queijo ou até mesmo carne, se serão 
uma possível via de transmissão a humanos 36, 41. Bates et al (1994)12 detectaram pela 
primeira vez isolados VRE em alimentos, tendo no seu estudo sugerido que os VRE 
podiam contaminar humanos através da cadeia alimentar. Bertrand et al (2000) 125 
demonstraram, recorrendo à técnica de PFGE, que isolados alimentares apresentavam 
perfis comuns aos isolados de humanos, levando mais uma vez a suspeitar que os 
isolados alimentares podem servir de reservatórios ou via de transmissão da resistência 
à vancomicina. Mais recentemente Biavasco et al (2007) estudaram a relação entre 
isolados E. faecium vanA de diferentes ambientes, e os resultados encontrados sugerem 
que os isolados alimentares, nomeadamente de carne, poderão ter um papel na 
transmissão desta resistência13. 
Outra via de disseminação de Enterococcus que levanta grandes preocupações, é 
através da água3. Vários estudos têm demonstrado que um elevado numero de VRE está 
presente em àguas de esgotos hospitalares e de matadouros que posteriormente são 
misturados com esgotos municipais em estações de tratamento70, 71, 81. Os tratamentos a 
que os esgotos são submetidos reduzem a carga bacteriana, mas não a eliminam 
totalmente, o que pode resultar numa disseminação de isolados multiresistentes não só 
através de águas para consumo, mas tambem através de rios3, 70, 71, 81 e oceanos75. 
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Em Portugal alguns estudos têm sido efectuados que permitem relatar a 
disseminação de enterococos, bem como os genótipos de resistencia e virulência, em 
hospitais23, 83, 85, 96, na comunidade82, 83, 92, 93, em animais23, 83, 84, 91-93, 96 , águas70, 71, 81, 83 
e alimentos23, 96. A incidência de VRE em ambiente hospitalar aumentou cerca de 41% 
desde 2001, especialmente em E. faecium (http://www.rivm.nl/earss/ acedido em 20 de 
Agosto de 2008). Embora a maior prevalência ocorra em hospitais, têm surgido 
publicações que referem o isolamento de VRE em animais84, 93 e águas70, 71, 81. Uma das 
situações descritas por Ribeiro et al (2007), é a existência de estirpes, que embora 
apresentem o gene vanA que confere resistência são susceptíveis à vancomicina, tendo 
sido isoladas de indivíduos hospitalizados, animais e alimentos. Estes isolados apesar de 
só conterem parte do operão vanA, possuíam uma resistência intermédia à vancomicina, 
os quais foram denominados de VACISE (vanA-carrying intermediate and susceptible 
Enterococcus)96. Este estudo demonstrou a importância de se efectuar a pesquisa dos 
genes que conferem resistência, não só em VRE, mas também em estirpes susceptiveis, 
assim como a importância de estudos que permitam monotorizar a disseminação dos 
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Objectivos 
Este trabalho teve como objectivos principais: 
I. Estudo da disseminação de isolados VACISEf de diferentes ambientes através de 
métodos de tipagem molecular como MLVA e MLST, e com este ultimo 
relacioná-los com estirpes VRE inseridas na base de dados 
http://efaecalis.mlst.net/. 
II. Por comparação genómica com recurso ao método SSH, determinar diferenças 

































  17 
Capitulo 1: Descrição dos isolados 
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Capitulo 1: Descrição dos isolados 
 
 
1.1 Introdução ao presente estudo 
 
Ribeiro et al (2007)96 efectuou um estudo com enterococos de diferentes 
ambientes (clinico humano, clinico veterinário e alimentar), no qual se englobavam os 
17 isolados utilizados no presente estudo) tendo como objectivo principal a avaliação do 
risco real que os enterococos alimentares constituem como potenciais reservatórios e 
veículos da transmissão de resistência à vancomicina96. Nesse estudo os vários isolados 
foram tipados por PFGE, o método considerado como “gold-standard” na tipagem de 
enterococos, que consiste na macro restrição do DNA total, seguido de separação 
electroforetica dos fragmentos. De acordo com as semelhanças nos perfis de bandas 
obtidos são reconhecidos como geneticamente relacionados ou não. No estudo de 
Ribeiro et al os isolados foram agrupados, recorrendo ao software Bionumerics, com 
base nos respectivos perfis de PFGE. Aplicando os critérios de Tenover (isolados com 6 
ou menos bandas de diferença são relacionados e com mais de sete bandas de diferença 
não são relacionados)109 considerou-se que um índice de semelhança igual ou superior a 
94% era indicativo da relação genética entre os isolados. Para todos os isolados foram 
pesquisadas as resistências a 30 antibióticos de todas as classes e mecanismos de acção, 
e foi determinada a Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo método de E-test para 
os antibióticos teicoplanina e vancomicina. Também foi efectuada uma pesquisa 
genotipica de resistência à vancomicina, em que se pesquisou a presença dos genes 
vanA e vanB. No caso dos isolados em que se detectou estes genes, também foram 
pesquisados os restantes genes do operão vanA. Foram também pesquisados genes que 
conferem resistência à gentamicina (acc(6’)-aph(2’’), aph(2’’)-Ib, aph(2’’)-Ic, aph(2’’)-
Id)) e à eritromicina (ermB).  
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Neste estudo verificou-se que um grande número de isolados, mesmo 
apresentando susceptibilidade à vancomicina, apresentava o gene vanA, sendo que a 
maioria pertencia à espécie E. faecalis, passando a ser denominados de VACISEf 
(vanA-carrying intermediate and susceptible Enterococcus faecalis)96.  
Perante estes resultados, uma das questões que se coloca é: qual a relação 
genética, se é que ela existe, entre os isolados VACISEf e os isolados VRE e VSE, a 
uma escala global? 
No sentido de responder a esta questão, escolheram-se 17 isolados VACISEf, 
cujas características estão descritas no Quadro 3, e tiparam-se com recurso às técnicas 
de MLVA (Multi-locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis) e de MLST 
(MultiLocus Sequence Typing), comparando os resultados com os já obtidos por PFGE, 
uma vez que os do método MLST permitem uma comparação global dos isolados 
(Mundial). Tendo-se encontrado isolados alimentares e clínicos relacionados, para 
determinar diferenças a nível de genoma entre estes dois isolados relacionados e de 
ambientes distintos, recorreu-se à técnica de SSH (Suppression Subtractive 
Hybridization). 
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Quadro 3: Origens e características dos isolados em estudo. 
MIC (µg/ml) 
Isolado Origem Fenótipo de Resistência 
Genes de resistência 
a antibióticos TC Va 
Operão vanAb PFGE 
QA46 Queijo CN, K, DA, MY, E, SP, CT, PB, RD, MET, CRO, B ermB 6 0,25 vanA, vanY A 
LCB80 Leite CN, K, NET, TE, Oxt, DA, MY, E, SP, CT, PB, CIP, Nor, SxT, RD, MET, CRO, B aph(2'')-Ic, ermB 3 0,25 vanH , vanA B 
QCB1 Queijo CN, K, NET, TE, Oxt, Cl, DA, MY, SP, CT, PB, CIP, Ofl, Enr, SxT, RD, AML, AMP, P, MET, PRL, IMP, CFP, CRO, B - 4 1 vanA C 
QCB4 Queijo CN, K, NET, TE, DA, MY, SP, CT, PB, MET, CFP, CRO, B ermB 3 0,25 vanH , vanA C 
QCB15 Queijo CN, K, NET, TE, Oxt, Cl, DA, MY, E, SP, CT, PB, RD, MET, B ermB 3 0,38 vanH , vanA D 
HSM3143a Humano CN, K, DA, MY, CT, PB, RD, MET,CFP, CRO, B - 2 0,38  vanR, vanH,  vanA F 
HSM3720 Humano CN, K, TE, Oxt, Cl, DA, MY,E, SP, CT, PB, CIP, RD,  P, MET, CRO, B ermB, aph(2'')-Ic 6 0,5 vanR, vanH,  vanA D 
HSM3840 Humano CN, K, TE, Oxt, Cl, DA, MY,E, SP, CT, PB, SxT, B ermB 4 0,25 vanA d 
HSM4182 Humano CN, K, TE, Oxt, Cl, DA, MY,E, SP, CT, PB, RD, MET, CFP, CRO, B ermB 6 0,5 vanR, vanS, vanH,  vanA, vanY D 
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CN, K, NET, TE, Oxt, DA, MY, E, SP, CT, PB,  RD, AML, AMP, P, MET, PRL, IMP, CFP, CRO, Nf, B aac(6')aph(2'') 3 1,5 vanA H 








CN, K, NET, TE, OT, DA, CT, PB, RD, MET, CFP, CRO, MY, B, VA ermB 12 0.75 - D 
aFA-Ácido Fusidico; AML- Amoxicilina; AMP-Ampicilina; B-Bacitracina; CFP-Cefoperazona; CRO-Ceftriazona; CIP-Ciprofloxaxina; DA-Clindamicina; Cl-Cloranfenicol; CT-Colistina; ENO-Enrofloxacina; E-Eritromicina; SP-Espiramicina; CN-
Gentamicina; IPM-Imipeneme; K-Kanamicina; MY-Lincomicina; MET-Meticilina; NET-Neticilina; F-Nitrofurantoina; NOR-Norfloxacina; OFX-Ofloxacina; Oxt-Oxitetraciclina; P-Penicilina G; PRL-Piperacilina; PB-Polimixina B; RD-
Rifampicina; SxT-Sulfametaxanol/Trimetoprim; TE-Tetraciclina; VA-Vancomicina; TC- Teicoplanina 
bGenes que compõem o operão vanA, que confere resistência à Vancomicina 
cO gene ermB codifica para uma   adenina dimetilase de RNA ribossomal que confere resistência à eritromicina; o gene aph(2'')-Ic codifica para  uma fosforilase que confere um nivel médio de resitencia à gentamicina; o gene aac(6')aph(2'') codifica 
para uma enzima bifuncional que confere um nivel de resistencia alto à gentamicina65. 
dNão se consegiu obter o perfil de PFGE para  este isolado. 
(-) Não se obeteve amplificação 
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1.2 Origem 
 
Para a realização deste trabalho foram utilizados 17 isolados identificados como 
Enterococcus faecalis, pertencentes à colecção de culturas do Laboratório de 
Microbiologia do IBET (Instituto de Biologia Experimental e Tecnológica), que cujas 
caracteristicas relevantes se encontram descritas no Quadro 3. Desses, cinco foram 
isolados de queijo e leite provenientes de regiões portuguesas de Denominação de 
Origem Protegida (D.O.P.) (decreto-lei nº146/84II), nomeadamente Azeitão e Castelo 
Branco, identificados por Alves et al (2004)7. Sete dos isolados são de origem hospitalar 
e três de origem animal, nomeadamente de infecções caninas, tendo sido identificados 
pelo método VITEK. Um último isolado é de origem comunitária identificado pelo 




Os inóculos em meio líquido foram obtidos transferindo uma ansa da cultura a -
20ºC, correspondente a um volume de 10 µl, para tubos contendo 5 ml de meio BHI 
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2.2.1 Extracção de DNA total 
2.2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) 

















Parte deste trabalho foi apresentado, na forma de comunicação oral, no “20th 
International ICFMH symposium - FoodMicro 2006 – Foof safety and food 
biotechnology: diversity and global impact” em Bolonha, Itália 
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Capitulo 2: Tipagem Molecular 
 
2.1 Introdução 
A epidemiologia molecular é cada vez mais uma ferramenta importante em 
microbiologia. É uma disciplina que estuda a disseminação de agentes patogénicos, 
permitindo a diferenciação de estirpes, sendo de grande importância em caso de 
surtos87. A nível global, permite acompanhar a evolução filogenética dos agentes 
patogénicos, e deste modo a criação de mecanismos de combate a estes organismos103. 
A tipagem molecular é essencial em epidemiologia molecular, pelo que são cada 
vez criados métodos com uma eficácia, cada vez maior, na comparação de estirpes42, 103.  
O PFGE é considerado como padrão entre os métodos de tipagem molecular, 
dado que não só permite a comparação de estirpes, como também a identificação de 
clones entre as mesmas. Baseia-se na macrorestrição do genoma, obtendo-se uma série 
de fragmentos de diferentes tamanhos, que são depois sujeitos a separação 
electroforetica103. O perfil de bandas obtido é comparado, e através do numero de 
bandas de diferença, pode estabelecer-se se as estirpes são a mesma (clone), se são 
relacionadas ou não relacionadas109. No entanto, este método tem desvantagens, 
nomeadamente o facto de ser moroso e a compatibilidade dos resultados entre 
laboratórios nem sempre ser satisfatória2. 
Um dos alvos para a criação de novos métodos de tipagem molecular são os 
denominados genes “housekeeping”, uma vez que nestes genes a acumulação de 
variações (mutações) é lenta. A primeira vez que estes genes foram utilizados de modo 
a determinar a variação das espécies, foi no método Multilocus Enzyme Electrophoresis 
(MLEE). Este método baseia-se na mobilidade electroforetica de proteínas essenciais  
para o crescimento e viabilidade da célula20, 30, 115. Com esta técnica obtinham-se 
  25 
resultados fidedignos em caso de surtos, no entanto não eram suficientemente 
discriminativos a nível de estudos populacionais e apresentavam pouca informação67. 
Baseando-se nos mesmo princípios que o MLEE, surgiu um novo método, MultiLocus 
Sequence Typing (MLST), onde a diferença entre espécies é estabelecida com base na 
sequenciação de fragmentos internos de genes “housekeeping”, e não por separação 
electroforetica33, 115. 
O MLST foi proposto em 1998 como método do qual resultam dados exactos e 
comparáveis, que seria apropriado para a investigação epidemiológica e que daria uma 
boa ideia da distribuição populacional dos organismos e da sua evolução67. Baseia-se na 
sequência de fragmentos internos (450-500pb) de genes “housekeeping”, normalmente 
um conjunto de sete genes30, 103. Uma das especificações na escolha destes genes, 
prende-se com o facto de estes se encontrem dispersos no genoma, equidistantes entre 
si, de modo a que as alterações obtidas sejam representativas de todo o genoma48, 98. O 
tamanho dos fragmentos é escolhido de modo a obter-se uma boa sequenciação em 
ambas as cadeias de DNA, utilizando apenas um par de primers. Na maioria das 
bactérias este tamanho de fragmentos é suficiente para se observarem variações que 
levem à identificação de alelos diferentes dentro de uma população30. Em cada gene, 
para cada sequência diferente é atribuído um alelo, e o conjunto dos setes alelos é 
denominado de perfil alélico, que define a Sequence Type (ST) específica de cada 
isolado30, 103, 115. Este método não discrimina as diferenças que ocorrem por mutações 
pontuais ou por processos de recombinação30. Em epidemiologia molecular este método 
é muito atractivo visto identificar grupos de isolados que apresentem pelo menos seis 
dos setes alelos em comum, e que são denominados de complexos clonais (CC)33, 105, 115. 
Este método também dá uma previsão de qual a ST fundadora de cada complexo clonal, 
sendo esta a que diferir de um maior numero de outras ST’s em apenas um alelo17, 33. A 
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acumulação de alterações nucleotidicas nos genes “housekeeping” é relativamente lenta, 
levando a que o perfil alélico de uma estirpe seja suficientemente estável durante o 
tempo para que este método seja ideal na epidemiologia molecular30. 
Em 2002, Homan et al48, desenvolveram o esquema de MLST para E. faecium. 
Desde então, estudos efectuados mostraram que os isolados de certos ambientes se 
encontram inseridos em complexos clonais específicos, como é o caso dos isolados 
associados a infecções nososcomiais, que fazem parte do CC17, que tem como 
fundadora a ST172, 21, 26, 48, 59, 113. Este complexo clonal é caracterizado por isolados com 
resistência à ampicilina e ciprofloxacina, presença de factores de virulência, como a 
proteína de superfície (Esp) e hialuronidase (Hyl). A maioria dos isolados também 
possue uma ilha de patogenicidade (PAI)2, 21, 26, 59, 113. Os vários estudos efectuados 
mostram uma larga disseminação deste complexo nos últimos anos, e que reflecte um 
aumento de infecções nosocomiais causadas por E. faecium, comparativamente às 
causadas por E. faecalis113. No presente, a base de dados para E. faecium conta com 
1357 isolados inseridos e 439 ST’s encontradas (http://efaecium.mlst.net/ acedido a 20 
de Agosto de 2008). 
Em 2005, Nallapareddy et al80 desenvolveram um primeiro esquema de MLST 
para E. faecalis que, apesar de ser muito discriminatório, englobava nove genes. Em 
2006 foi aceite outro esquema para E. faecalis, proposto por Ruiz-Garbajosa et al98. 
Este esquema engloba apenas sete genes, que se encontram separados por uma distância 
mínima de 137kb (Figura 3): gdh, que codifica para glucose-6-phosphate 
dehydrogenase; gyd, que codifica para glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase; 
pstS, que codifica para phosphate ATP binding cassette transporter; gki, que codifica 
para glucokinase; aroE, que codifica para shikimate 5-dehydrogenase; xpt, que codifica 
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Figura 3: Posição dos genes do esquema de MLST para E. faecalis, no genoma da estirpe V583. 
 
No estudo de Ruiz-Garbajosa et al foram englobados 110 isolados, tendo sido 
obtidas 55 ST’s. Foram encontrados quatro complexos clonais: CC10 composto por 
isolados de diferentes ambientes; CC21 composto maioritariamente por isolados de 
origem animal; CC2 composto por isolados resistentes à vancomicina, β-lactamase 
positivos e responsáveis por endocardites, pertencentes ao complexo BVE (Bla+-VanR-
Endocarditis); e o CC9 composto por isolados Hospitalares pertencentes ao complexo 
ACB (Argentina-Connecticut-Bla+)56, 80, 98. 
No final de 2006, McBride et al72 aplicaram este esquema a 106 isolados obtidos 
ao logo de um período de 100 anos. Obtiveram 51 ST’s diferentes, maioritáriamente 
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pertencentes a cinco complexos clonais: CC40 que englobava isolados de diferentes 
ambientes; CC21 que neste estudo englobava isolados de origem animal mas também 
hospitalares que apresentavam um baixo número de resistências e factores de virulência; 
CC2, CC8 e CC9 que englobavam isolados hospitalares com maior numero de 
resistências e factores de virulência.  
Em 2007, Kawalec et al56, efectuaram um estudo da disseminação de E. faecalis 
em hospitais Polacos, e em 291 isolados obtiveram 53 ST’s diferentes. Alguns dos 
isolados pertenciam aos complexos clonais CC2 e CC9, mas um grande numero de 
isolados pertenciam ao CC21, a um novo complexo CC87, e á ST40, o que sugeriu que 
fossem endémicos aos Hospitais Polacos. 
Estes estudos sugerem que os isolados dos CC2 e CC9, no decorrer dos anos, 
possam ter adquirido mecanismos que lhes permitem uma melhor adaptação e 
consequente disseminação no ambiente hospitalar, podendo resultar numa situação 
endémica, semelhante ao caso do CC17 de E. faecium56, 59. Por outro lado, mostram 
também que isolados de diferentes ambientes pertencem a ST’s relacionadas e são 
agrupados no mesmo complexo clonal, o que mostra uma disseminação global (no que 
respeita a ambientes e localização geográfica) da espécie E. faecalis59. Neste momento a 
base de dados para E. faecalis engloba 350 isolados, tendo sido já encontradas 241 
ST’s. Também já se encontram descritos vários alelos para cada um dos genes do 
MLST: gdh tem 47 alelos; gyd tem 15 alelos; pstS tem 52 alelos; gki tem 56 alelos; 
aroE tem 51 alelos; xpt tem 43 alelos; yiqL tem 52 alelos (http://efaecalis.mlst.net/ 
acedido a 20 de Agosto de 2008).  
O facto de o PFGE ser um método muito moroso e de o MLST ser dispendioso, 
levou ao desenvolvimento de um outro método que englobasse todos os pontos 
positivos destas duas técnicas de referência. Um dos principais objectivos na criação de 
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um novo método, tem sido criar um método de tipagem que seja rápido e seguro em 
casos de surtos e que, ao mesmo tempo, reduza o tempo de manipulação de agentes 
altamente patogénicos16, 42, 64. 
Durante a análise de genomas já sequenciados, observou-se que existiam zonas 
compostas por repetições de pequenas sequências42. Estas repetições variam em 
tamanho, localização e complexidade, podendo aparecer juntas numa zona especifica do 
genoma, ou dispersas42. Existe uma classe de repetições, minisatélites, que podem ser 
uma fonte de polimorfismos, geralmente referidos como VNTR (Variable Number of 
Tandem Repeats)42, 64, 116, 121. Os VNTR’s consistem na presença consecutiva de uma 
sequência de DNA, podendo ser encontrados em todos os organismos. A sua função 
biológica e mecanismo evolutivo ainda não é totalmente conhecido, no entanto tem uma 
variedade de aplicações incluindo identificação de estirpes e epidemiologia bacteriana42. 
Foi a partir destas repetições que surgiu um novo método de tipagem, Multi-
locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis (MLVA). Este novo método de 
tipagem é rápido, reprodutível e permite a comparação entre laboratórios, e sem recurso 
à sequenciação64, 116. 
O método de tipagem MLVA consiste na amplificação de fragmentos de DNA, 
que diferem de tamanho dependendo do número de segmentos repetidos inseridos no 
fragmento amplificado. O tamanho deste fragmento está directamente relacionado com 
o número de repetições. O tamanho dos alelos é então convertido num número, sendo o 
código obtido pelo número dos sete alelos diferentes o que irá gerar o perfil alélico, que 
resultará num MLVA Type (MT)16, 42, 110. São considerados do mesmo MT os isolados 
que partilham pelo menos seis dos sete alelos16. 
Em 2004 surgiram métodos de MLVA para enterococos. Top et al111 
desenvolveram esta técnica para E. faecium, comparando os resultados com a técnica de 
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MLST para 392 estirpes. Titze-de-Almeida et al110 desenvolveram esta técnica para E. 
faecalis comparando-a com a técnica de PFGE. No caso especifico de E. faecalis 
basearam-se em sete regiões: espC, que apresenta parte da região codificante para a 
proteína Esp; espA região a montante da região codificante da proteína Esp102; aceB 
região codificante para uma adesina membranar79; efa2 região codificante para uma 
proteína membranar; efa5 região codificante para uma lipase (http://minisatellites.u-
psud.fr/ASPSamp/base_ms/Interrogation.php acedido a 8 de Fevereiro de 2008); efa3 e 
efa6 que são regiões codificantes para proteínas membranares (R. Willems, 
comunicação pessoal). A aplicação deste método permitiu aos autores diferenciar 37 
MT’s, contra 31 tipos por PFGE, em 83 estirpes E. faecalis110. Em ambos os casos, quer 
em E. faecium, quer em E. faecalis, o MLVA mostrou ser semelhante e concordante 
com o respectivo método de referência, sugerindo assim que o MLVA é altamente 
discriminatório como método de tipagem e tem a possibilidade de estabelecer uma 
relação filogenética segura110, 111. 
Neste estudo, recorrendo às técnicas descritas, MLST e MLVA, e comparando 
com os resultados já obtidos por PFGE, pretendeu-se estabelecer uma relação entre os 
isolados de diferentes ambientes, esperando determinar qual o papel dos isolados 
alimentares na disseminação da resistência à vancomicina do tipo VanA.  
 
2.2 Metodologia 
2.2.1 Extracção de DNA total 
O DNA total foi extraído pelo método descrito por Serror et al (2002)100. 6 ml de 
cultura com 24h em BHI (Oxoid, Reino Unido) foram centrifugadas a 10000rpm 
(Microcentrifuga Sigma 112, rotor nr.12002), durante 10 minutos a 4ºC; descartou-se o 
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sobrenadante e as células foram lavadas em 1 ml de TES (TE 100x1, Sacarose 250g/l); 
centrifugou-se a suspensão a 10000rpm, durante 10 minutos a 4ºC; descartou-se o 
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 300 µl de TES com 5mg/ml de lisozima; 
incubou-se a suspensão a 37ºC durante 30 minutos; adicionaram-se 300 µl de Solução 
salina (150 mM NaCl, 10 mM EDTA pH8) e 20µl de SDS 40% (p/v); misturou-se por 
inversão até se notar transparência e adicionou-se 1 volume de Biofenol (Biosolve, 
Holanda) (o Biofenol é composto por uma mistura de fenol/clorofórmio/álcool 
isoamílico na proporção 25:24:1); vortexou-se até se formar uma emulsão e 
centrifugou-se de seguida a 14000rpm (Minicentrifuga Eppendorf 5415D, rotor nr.F45-
24-11) durante 10 minutos à temperatura ambiente; passou-se a fase superior para um 
novo tubo e repetiu-se o procedimento anterior duas vezes, com adição de Biofenol 
(Biosolve, Holanda); passou-se a fase superior para um novo tubo e adicionou-se 1 
volume de clorofórmio; vortexou-se até se formar uma emulsão e centrifugou-se 
14000rpm durante 5 minutos à temperatura ambiente; transferiu-se a fase superior para 
um novo tubo à qual se adicionou 1 volume de isopropanol; misturou-se por inversão e 
centrifugou-se a 14000rpm durante 10 minutos à temperatura ambiente; descartou-se o 
sobrenadante e lavou-se o pellet em 800 µl de Etanol a 70%, 14000rpm durante 5 
minutos à temperatura ambiente, removeu-se o sobrenadante e deixou-se o pellet secar à 
temperatura ambiente que de seguida se ressuspendeu em 100µl de água MilliQ e 
conservou-se a -20ºC. 
 
2.2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) 
As reacções de PCR foram efectuadas num Termociclador T3000 Thermocycler 
(Biometra, Alemanha). Cada mistura de reacção de 50 µl continha 250 ng de DNA, 0.5 
                                               
1
 37.2 g/l de Tritriplex III, 121.1 g/l Tris base 
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µM de cada primer, 10 mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1.5 mM de MgCl2, 
1x Immunobuffer e 0.04 U de Immolase. Todos os reagentes foram adquiridos à Bioline 
(Alemanha), excepto os primers que foram adquiridos à MWG-Biotech) (Alemanha). 
Dos produtos obtidos foram aplicados 5 µl em gel de agarose com brometo de 
etídio incorporado (1µg/ml) (Sigma Aldrich, Espanha), juntamente com 2 µl de azul de 
bromofenol, e a electroforese foi efectuada em tampão TBE 1 X (0.89M Tris Base, 
0.89M Ácido bórico, 0.02M EDTA), a 80 V, durante aproximadamente 2 horas. O 
marcador utilizado foi o 1Kb plus DNA ladder (100-12000 pb) da Invitrogen (Espanha). 
Os géis foram fotografados com radiação UV com recurso ao sistema Kodak Digital 
ScienceTM (USA). 
Para os 17 isolados em estudo, foram amplificados os sete genes 
correspondentes ao esquema de MLST para E. faecalis, gdh, gyd, pstS, aroE, gki, xpt e 
yiqL, cujos primers se encontram descritos no Quadro 4, e o programa de PCR utilizado 
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Quadro 4: Sequência nucleotidica dos primers usados para amplificar os genes do esquema de MLST: 




































 1- forward; 2- reverse 
 
Quadro 5: Programa de PCR Utilizado na amplificação dos genes do esquema de MLST 
T (ºC) Tempo Nº ciclos 
94 5 min. 1 
94 30 seg. 
52 30 seg. 
72 1 min. 
30 
72 7 min. 1 
 
 
Os produtos obtidos foram aplicados num gel de 1% de agarose e purificados 
com o kit QIAquick PCR purification kit (Quiagen, Alemanha), sendo depois enviados 
para sequenciação pela Baseclear (Leiden, Holanda). As sequências foram analisadas 
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utilizando o programa Multalin (http://bioinfo.genopole-
toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html). Os alelos e as ST foram identificadas a partir da 
Base de dados MLST (http://efaecalis.mlst.net/ ). 
Para os 17 isolados em estudo, foram também amplificados as sete regiões, 
correspondentes ao esquema de MLVA: efa2, efa3, efa5, eaf6, aceA, aceB, aceC. Os 
primers específicos para cada gene encontram-se descritos no Quadro 6 e o programa de 
PCR utilizado encontra-se apresentado no Quadro 7.  
 
Quadro 6: Sequência nucleotidica dos primers usados para amplificar as regiões do esquema de MLVA. 
região Sequencia (5′-3′) Tamanho de uma 
repetição (bp) 
f- AAAATGTGGAAATGCCAACAGAA GAAAGTC 
aceB 
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Quadro 7: Programa de PCR utilizado para a amplificação dos genes correspondentes ao esquema de 
MLVA 
T (ºC) Tempo Nº ciclos 
94 4 min. 1 
94 30 seg. 
70a 1 min. 
72 1 min. 
15a 
94 30 seg. 
55 1 min. 
72 1 min. 
15 
a
 Por cada ciclo a temperatura de annealing decresce um grau, sendo Tinicial=70ºC e a Tfinal=55ºC 
Os produtos obtidos foram aplicados num gel de 1,5% de agarose, sendo depois 
analisados os resultados com recurso ao programa Kodak 1D software (v.3.6.1) (USA), 
de modo a determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. 
 
2.3 Resultados e discussão 
Com este estudo pretendia-se estabelecer uma relação entre isolados VACISEf 
de diferentes ambientes através de métodos de tipagem molecular, querendo também 
ver qual a relação destes isolados com estirpes VSE e VRE existentes em base de dados. 
Os 17 isolados em estudo foram tipados por MLST, sendo os perfis alélicos 
inseridos na base de dados, de modo a determinar as ST’s correspondentes. Os 
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Quadro 8: Perfil alélico, e correspondente ST, obtido para cada isolado em estudo; Origem e situação 
geográfica dos isolados encontrados na base de dados para asrespectivas  ST’s deste estudo. 
 *Novos alelos submetidos para a base de dados 
 
Com este estudo foram submetidos para a base de dados novos alelos: para o 
gene gdh quatro novos alelos; para o gene gyd um novo alelo; para o gene gki dois 
novos alelos; para o gene aroE três novos alelos; para o gene xpt um novo alelo; para o 
gene yiqL dois novos alelos. 
 MLST Base Dados 
Isolado 
PFGE  Perfil Alélico 
(gdh, gyd, pstS, gki, aroE, xpt, yiqL) 
ST Países Origem 
QCB1 1-7-9-1-1-1-1 ST 21 
QCB4 
C 





Animal e Hospitalar 
Alimentar 
11270 J 1-7-10-1-1-10-1 ST 22 Espanha Hospitalar 





85R M 18-1-24-24-20-17-15 ST 53 Espanha Hospitalar 
QCB15 3-7-23-1-9-16-7 ST 55 
HSM3720 3-7-23-1-9-16-7 ST 55 
HSM4182 3-7-23-1-9-16-7 ST 55 
MM172 
D 




LCB80 B 4-7-11-1-23*-16-2 ST 74 Polónia Hospitalar 
QA46 A 4-7-11-1-23*-12-2 ST 73 
HSM3143a F 25*-2-15-9-23*-18*-6 ST 75 
HSM3840 - 22*-6-7-26*-22*-4-4 ST 76 
U1740 I 14-7-11-1-9-9-18* ST 77 
U610 K 13-1-5-14-10-9-5 ST 78 
V82 H 23*-6-7-25*-24*-2-17* ST 79 
344 E 24*-11*-24-24-20-17-15 ST 80 
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Em 17 isolados obtiveram-se 13 ST’s distintas, sendo que 10 correspondem a 
isolados únicos. Os resultados são concordantes com os já obtidos por PFGE. A ST21 
(PFGE tipo C) engloba dois isolados lácteos, que por PFGE se verificou serem clones, 
provenientes da mesma queijaria, e tendo sido isolados no mesmo ano. Como se 
observa no Quadro 2 (Capitulo 1), estes isolados apresentam fenótipos de resistência 
diferentes, sendo para o isolado QCB1 que se observa resistência a um maior número de 
antibióticos, nomeadamente alguns β-lactâmicos e quinolonas. No isolado QCB4 foi 
detectada a presença do gene ermB, que está envolvido na resistência à eritromicina. 
Nenhum destes isolados apresenta o operão vanA completo, apenas tendo sido detectada 
a presença do gene vanA, e no caso do isolado QCB4 também o gene vanH. Tem sido 
demonstrado que clones específicos podem adquirir resistência a diferentes antibióticos 
e factores de virulência21. Foi provavelmente o que aconteceu neste caso, o que vem 
demonstrar a importância de realizar estudos epidemiológicos de modo a monotorizar a 
disseminação de clones multiresistentes. A ST55 engloba 4 isolados, pertencentes ao 
PFGE tipo D: dois isolados são de origem hospitalar; um alimentar; e um de origem 
comunitária. Estes isolados apresentam fenótipos de resistência semelhantes e todos 
apresentam o gene ermB, tendo sido também detectado o gene aph(2”)-Ic para o isolado 
HSM3720. Os quatro isolados apresentam uma constituição do operão vanA diferente, 
que está ausente no isolado MM172, e o isolado HSM4182 apresenta quase todo o 
operão, excepto o gene vanX. Por PFGE verificou-se que os isolados HSM4182 e 
MM172 são clones, isolados na mesma área geográfica, embora o primeiro tendo sido 
isolado em 1999, e o segundo seis anos mais tarde.  
De modo a determinar a variedade de origens dos isolados pertencentes às ST’s 
encontradas neste estudo, recorreu-se à base de dados: A ST21 apresentava 17 isolados 
de origem humana, um isolado de porco e um isolado de leite; A ST22 apresentava dois 
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isolados de origem humana; A ST30 apresentava 8 isolados de origem humana; A ST53 
apresentava um isolado de origem humana; A ST55 apresentava 4 isolados de origem 
humana; a ST74 apresentava um isolado de origem humana; para as restantes ST’s 
ainda não se encontravam inseridos isolados. 
De modo a determinar a relação entre as ST’s obtidas, recorreu-se ao programa 
eBURST (http://efaecalis.mlst.net/eburst/ ), um algoritmo que permite identificar grupos 
de ST’s relacionadas, que partilham o mesmo fundador (CC), mostrando também como 
estes surgiram e como se diferenciaram, por representação num diagrama. Aplicando ao 
contexto do MLST, inicialmente os membros de um complexo clonal são iguais (mesma 
ST), mas com o decorrer do tempo ocorrem alterações num dos sete genes (Single 
Locus Variants – SLV), outros fenómenos levam a que ocorram alterações em dois 
genes (Doble Locus Variants – DLV), resultando numa população bacteriana que 
consiste em complexos clonais que quando relativamente recentes, podem ser 
identificados por métodos como o MLST32, 105. Neste estudo, e tendo em conta a análise 
do diagrama eBURST, foram considerados como complexos clonais, apenas aqueles 
cuja ST fundadora é SLV de pelo menos 3 ST’s distintas. A relação entre as ST’s 
tambem foi obtida através do coeficiente Categorical do software Bionumerics (versão 
5.0 MLST plug-in versão 1.9) resultanto numa MST (Minimal Spannig Tree). A MST 
representa um possivel processo evolutivo onde se pressupõe que alelos idênticos em 
genótipos diferentes descendem de um mesmo ancestral98. Este diagrama está 
representado na Figura 4.  
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Figura 4: Diagrama MST obtido através do software Bionumerics, que represnta o processo evolutivo 
das ST’s obtidas para o esquema de MLST para E. faecalis. Neste diagrama encontram-se apenas 
assinaladas, pelo número correspondente, as ST´s encontradas neste estudo. 
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Por este diagrama, observou-se que a ST21 é DLV da ST22, esta que engloba 
um isolado clinico, apresentando diferenças nos genes pstS e xpt. A ST53 que 
representa o isolado 85R e a ST80 representante do isolado 344, sendo ambos de origem 
veterinária, são DLV com diferenças nos genes gdh e gyd. A ST73 e ST74, ambas 
englobam isolados de origem alimentar (QA46 e LCB80 respectivamente) são SLV 
apenas com diferença no gene xpt. Os restantes isolados pertencem a ST’s que se 
encontram isoladas. 
O diagrama também mostra a existência de 7 complexos clonais: CC8, CC9, 
CC21, CC23, CC25, CC40, CC72. Por análise do diagrama MST (Figura 4) e do 
diagrama eBURST (Figura A.1) pode-se observar que a ST21 é a fundadora do CC21, 
que é SLV de sete ST’s distintas e DLV de três. A ST22 tambem pertence a este 
complexo, sendo SLV da ST202 e DLV de quatro ST’s distintas. Neste complexo a 
maioria dos isolados são de origem humana, no entanto da ST46 existem cinco isolados 
de origem animal (foca e porco) assim como o isolado pertencente à ST5 é de origem 
alimentar (produto de galinha). As ST74 e ST75 pertencem ao CC25 e são ambas DLV 
da ST85. Este complexo clonal é composto por isolados de origem humana, onde 
apenas os isolados deste estudo são de origem alimentar. A ST30 é SLV das ST212 e 
ST56, onde ambas englobam isolados de origem humana. Observa-se também que a 
ST55 é DLV da ST149 que engloba um isolado humano. A ST75 é SLV da ST93 que 
engloba dois isolados de origem humana, e é também DLV da ST98 que engloba um 
isolado de origem animal. Por ultimo, a ST78 é SLV da ST44 e DLV da ST189, ambas 
representando isolados de origem humana. 
Os complexos clonais indicados anteriormente representam, na sua maioria, 
isolados de origem humana. No entanto também se encontram isolados de outras 
origens: A ST21 (CC21) engloba um isolado de origem animal (Porco) e um isolado 
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alimentar (Leite); A ST46 (CC21) engloba quatro estirpes isoladas de porco e uma 
isolada de foca; A ST23 (CC23) engloba um isolado animal (bezerro); A ST97 (CC25) 
engloba um isolado animal (Porco). 
Como foi referido, um dos objectivos deste trabalho era comparar os isolados 
VACISEf com os isolados VRE-VanA inseridos na base de dados. Verificou-se a 
existência de 29 VRE-VanA na base de dados, representando apenas 8.3% do total de 
isolados. Destes isolados, a maioria era de origem humana, pertencentes às ST2, ST6, 
ST9, ST16, ST19, ST28, ST31, ST49, ST87 e ST158. Nenhuma se encontra relacionada 
com as encontradas neste estudo. Foram também encontrados isolados de outras 
origens, como um isolado de esgoto pertencente à ST6, um isolado de origem animal 
pertencente à ST23 e um isolado também de origem animal (Galinha) pertencente à 
ST32, sendo que também nenhuma destas ST’s se encontra relacionada com as 
encontradas neste estudo. No entanto, foi encontrado um isolado VRE-VanA de origem 
alimentar pertencente à ST5 (já referido anteriormente) sendo esta a única ST que está 
relacionada com as ST21 e ST22, ambas encontradas neste estudo, sendo SLV da 
primeira e DLV da segunda. 
A maioria dos complexos clonais obtidos da análise do diagrama eBURST, 
encontram-se associados ao ambiente hospitalar. Em várias publicações, o CC9 e o 
denominado CC2, englobam o grupo de estirpes mais patogénicos72, 98, 99. Como se 
observa nenhum dos isolados presente neste estudo apresenta qualquer relação com as 
ST’s destes complexos clonais. 
Tendo em conta os resultados obtidos por MLST, método que nos permite a 
comparação com os isolados da base de dados, não se encontra uma relação directa 
entre os isolados em estudo e os VRE da base de dados. Verifica-se também que os 
nossos isolados se encontram distribuídos não apresentando nenhuma relação entre si. 
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Visto que a base de dados de MLST para E. faecalis é recente, será necessário 
monotorizar o aparecimento de novas ST’s, assim como o aparecimento de novos VRE, 
de modo a determinar a sua relação com os isolados presentes neste estudo. 
Os 17 isolados em estudo também foram tipados por MLVA, estando os perfis 
alélicos representados no Quadro 9: 
 
Quadro 9: Representação do perfil alélico de MLVA para cada isolado em estudo. Os valores 
apresentados correspondem ao numero de repetições de cada sequência. 
 Perfil alélico 
 espA aceB espC efa2 efa3 efa5 efa6 
QA46 0 0 0 0 0 0 0 
LCB80 15 0 2 0 0 4 0 
QCB1 0 3 2 0 0 5 0 
QCB4 0 3 2 0 0 5 0 
QCB15 11 1.5 2 2.5 0 5 0 
H3143 0 0 2 5 0 5 0 
H3720 0 0 3 0 0 0 0 
H3840 0 3 3 6 0 0 0 
H4182 15 0 2 5 0 0 0 
11270 16 0 2 7 0 0 0 
U1740 0 4 0 0 0 0 0 
U610 0 3 3 3.5 0 0 4 
U153 0 3 3 0 0 5 0 
V82 0 3 0 4.5 0 3 0 
85R 0 4 3 0 0 0 0 
344 0 4 0 0 0 0 0 
MM72 0 4 2 4 0 0 0 
 
De modo a determinar a relação entre os isolados, recorreu-se ao Software 
Bionumerics (versão 4.0, Applied Maths, Belgica). O dendograma resultante, encontra-
se representado na Figura 5, e foi obtido usando o coeficiente “Categorical”, e tendo em 
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conta que são considerados do mesmo MLVA Type os isolados que partilhem pelo 
menos 6 dos 7 alelos, determinou-se que os perfis com mais de 85% de semelhança 
pertenciam ao mesmo MT. Observou-se então a existência de 13 MT’s, sendo que 11 
correspondem a estirpes únicas. O MT1 engloba 3 isolados (dois lácteos e um clínico 
humano) e o MT3 engloba também 3 isolados (dois veterinários e um clínico humano). 
 
Figura 5: Dendograma representativo dos perfis de MLVA, que permite determinar  o valor a partir do 
qual os isolados se consideram relacionadas; o gradiente de cores corresponde ao numero de repetições 
encontrados.  
 
No estudo efectuado por Titze de almeida et al (2004), foram encontrados 37 
MT’s em 83 isolados, enquanto no estudo efectuado por Lepage et al, foram 
encontrados 19 MT’s em 30 isolados. 
Como se pode observar no Quadro 9, para algumas das regiões estudadas não se 
obteve amplificação em alguns isolados. No caso da região efa3, não se obteve 
amplificação em nenhum dos isolados. Para o isolado QA46, não houve amplificação 
em nenhuma das regiões. Este facto já tinha sido observado no trabalho de Titze-de-
Almeida et al. A percentagem de amplificações negativas, para ambos os estudos, 
encontra-se no Quadro 10. 
  44 
Quadro 10: Número de reacções negativas, e percentagem correspondente, obtidas na amplificação das 
regiões estudadas, no presente e no estudo de Titze-de-Almeida et al110. 
 Titze-de-Almeida et al (2004) Presente estudo 
 
Nº de reacções 
negativas 
% de reacções 
negativas 
Nº de reacções 
negativas 
% de reacções 
negativas 
aceB 0/83 0 6/17 35.3 
espC 27/83 32.5 4/17 23.5 
espA 26/83 31.3 13/17 76.5 
efa2 2/83 2.4 9/17 52.9 
efa3 39/83 47.0 17/17 100 
efa5 7/83 8.4 10/17 58.8 
efa6 33/83 39.8 16/17 94.1 
 
Tal como se pode observar no presente estudo, no estudo efectuado por Titze-de-
Almeida et al, a maior percentagem de reacções negativas foi obtida para as regiões 
efa3 e efa6. A justificação dada por estes autores, assenta na hipótese de o fragmento 
que se está a amplificar conter um elevado número de repetições110. Para comprovar 
esta hipótese será necessário recorrer a um método de hibridação de modo a confirmar a 
existência desta região, e no caso de ela estar presente, tem que se determinar se o local 
de hibridação dos primers utilizados não contêm nenhuma mutação que impeça a 
ligação dos mesmos.  
Também se observa que, em alguns genes os tamanhos dos fragmentos sugerem 
que as repetições estão incompletas, podendo ser resultado de processos de 
recombinação dentro de cada repetição isoladamente121. 
Os processos de recombinação são muito frequentes nos VNTR’s e dependem da 
pressão selectiva que cada estirpe sofre. Isto leva a que estirpes que aparecem 
relacionadas com outros métodos, pelo método MLVA, podem aparecer separadas, 
principalmente se pertencerem a ambientes diferentes ou se foram isolados de 
  45 
indivíduos diferentes, dado que foram expostas a respostas imunitárias diferentes16, 38, 64. 
Pode ser esta a razão para as diferenças encontradas neste estudo entre este método, 
MLVA, e os outros dois métodos, PFGE e MLST. No caso dos isolados QCB1 e QCB4, 
ambos isolados do mesmo tipo de queijo e na mesma altura, aparecem relacionados nos 
3 métodos. No caso dos isolados pertencentes à ST55, como são pertencentes a 
ambientes diferentes, ou no caso dos isolados HSM3720 e HSM4182 isolados no 
mesmo hospital, mas de indivíduos diferentes, pelo método de MLVA não se encontram 
relacionados.  
Outro caso observado, é nos MT1 e MT3, onde estirpes de ST’s diferentes 
encontram-se relacionadas pelo método de MLVA, facto ainda não descrito em 
publicações. Existem duas hipóteses para esta ocorrência: poderá ser apenas uma 
coincidência, ou visto que os enterococos são geneticamente flexiveis, a evolução do 
genoma está a ocorrer a uma taxa mais rápida do que as alterações a nível dos VNTR’s. 
No entanto, no caso da segunda hipótese, seria necessário aplicar este método a um 
maior numero de isolados, de modo a verificar a existência de situações semelhantes. 
Com os resultados obtidos neste estudo, mostra-se que este método poderá não 
ser adquado para estudos que englobem isolados de vários ambientes, tendo em conta os 
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Capitulo 3: Suppression Subtractive Hybridization (SSH)  
 
3.1 Introdução 
Os métodos de tipagem molecular podem fornecer dados sobre a relação 
genética entre estirpes de diferentes ambientes. Muitas vezes encontram-se estirpes não 
virulentas que são relacionadas com estirpes virulentas4, 126, pelo que se torna cada vez 
mais necessário perceber quais as diferenças a nível do genoma que levam algumas 
estirpes a apresentarem um elevado grau de virulência, principalmente quando os 
mesmos genes de virulência são também encontrados e expressos em estirpes não 
virulentas4. Dada a impossibilidade de sequenciar os genomas completos de várias 
estirpes, torna-se necessário encontrar outros métodos que permitam identificar as 
diferenças entre as várias estirpes. 
Lepage et al (2006) compararam 30 isolados alimentares e hospitalares por 
macro arrays e PCR utilizando 202 sondas específicas para E. faecalis seleccionadas a 
partir do genoma da estirpe E. faecalis V583 e parte da ilha de patogenicidade (PAI) da 
estirpe MMH594. 79 dos genes estudados foram divididos em três grupos: genes que se 
apresentavam igualmente distribuídos entre isolados alimentares e hospitalares; genes 
que apenas estavam presentes nas estirpes V583 e MMH594; e um grupo de 6 genes 
que não se encontravam presentes em nenhum dos isolados alimentares62. Em outro 
estudo efectuado por McBride et al (2007), 106 isolados foram comparados recorrendo 
a microarrays com 3582 sondas, que englobavam 3182 ORF’s (Open Reading Frame) 
do cromossoma do E. faecalis V583, genes da PAI, de plasmídeos de E. faecalis e genes 
de resistência, entre outros. Neste estudo apenas foram utilizados 4 isolados lácteos, 
sendo os outros de origem hospitalar e animal72. Neste estudo não foi obtida nenhuma 
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associação clara entre estirpes de uma determinada origem, de acordo com a presença 
ou ausência de genes, como no estudo de Lepage et al. 
Em 2007, Aakra et al, efecturam um estudo de comparação genómica através de 
microarrays. Foram comparados 9 isolados de várias origens, recorrendo a 3160 sondas 
representativas do genoma do V583. Neste estudo foi introduzido o conceito de genes 
divergentes. São considerados genes divergentes, aqueles que estão ausentes da estirpe 
controlo (V583) ou cuja sequência tenha evoluido e seja sufecientemente diferente para 
não ser detectada por hibridação. Os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes 
aos obtidos por Lepage et al, no qual também se observou a existência de um grupo de 
genes que aparenta ser parte do conjunto de genes que caracterizam a especie E. 
faecalis. Neste estudo verificaram que o genoma de E. faecalis apresenta uma grande 
diversidade e plasticidade, tendo sido encontradas várias regiões de material genético 
exógeno adquirido nos isolados estudados, o que sugere que cada isolado responde de 
maneira diferente à pressão selectiva externa1.  
Este tipo de estudos é de extrema importância dada a enorme quantidade de 
informação obtida, no entanto apenas se detectam diferenças respeitantes às sondas 
testadas, e não as diferenças totais no genoma das estirpes. 
Um método novo e eficaz, designado por Suppression Subtractive Hybridization 
(SSH) foi desenvolvido de modo a comparar dois genomas, tendo sido originalmente 
desenvolvido para estudar a expressão génica do cosmídeo do cromossoma Y 
Humano28, e foi aplicado pela primeira vez em bactérias por Akopyants et al (1998) em 
Helicobacter pylori5. É usado para selectivamente amplificar fragmentos alvo, e 
simultaneamente suprimir a amplificação de sequências não desejadas28. Baseia-se na 
técnica de PCR. Pequenos fragmentos são ligados à extremidade 5’, permitindo a 
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amplificação das sequências desejadas e simultaneamente suprimindo as não desejadas. 
Na Figura 6 apresenta-se um esquema elucidativo deste método. 
 
 
Figura 6: Esquema do método de SSH; adaptado de www.evrogen.com/img/SSH_SH1.gif (acedido a 29 
de Fevereiro de 2008); ver descrição do método no texto. 
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Este método permite a comparação de dois genomas, sendo o DNA da estirpe 
que se pretende estudar denominado de Tester, e o DNA da estirpe de referência 
denominado de Driver. O Tester e o Driver são primeiramente digeridos com uma 
enzima de restrição com um palindroma de 4 bases, que deixa extremidades rombas. O 
Tester digerido é dividido em duas amostras (1 e 2), que serão ligadas a dois 
adaptadores diferentes, 1 e 2r, respectivamente, resultando no Tester 1 e Tester 2r. Esta 
ligação ocorre na extremidade 5’, uma vez que os adaptadores foram desenhados sem o 
grupo fosfato, permitindo assim uma ligação covalente5, 28, 123. 
Seguem-se, então, duas hibridações: em primeiro lugar um excesso de Driver é 
adicionado às duas amostras de Tester. As amostras são desnaturadas por calor, 
seguindo-se um abaixamento da temperatura de modo a que os fragmentos hibridem. A 
fracção de Tester em cadeia simples (a) é normalizada, ou seja, a concentração de 
fragmentos mais abundantes e menos abundantes torna-se aproximadamente igual. A 
normalização ocorre porque o processo de hibridação que gera homo-hibridos (b) é mais 
rápido para as moléculas mais abundantes. Os DNA’s em cadeia simples do Tester (a) 
são enriquecidos em genes mais abundantes, assim como acontece com os DNA’s 
“comuns” que hibridam com o driver (c)5, 28, 123. Na segunda hibridação, as duas 
amostras da primeira hibridação são misturadas. Apenas o Tester normalizado e 
subtraído é capaz de se reassociar e formar híbridos (b), (c) e (e). Uma nova adição de 
Driver desnaturado enriquece ainda mais a fracção (e). Os novos híbridos (e) formados 
têm uma característica que os destingue dos híbridos (b) e (c), que consiste na presença 
de diferentes adaptadores nas suas extremidades 5’: um da amostra 1 e outro da amostra 
2. O fragmento (e) é preferencialmente amplificado por PCR com recurso a dois 
primers Pn1 e Pn2, que são homólogos às sequências externas dos adaptadores. Para 
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possibilitar a hibridação dos primers, o PCR é precedido por um passo de extensão das 
extremidades 3’5, 28, 123. 
Em todos os ciclos de PCR, a amplificação exponencial apenas ocorre nas 
moléculas do tipo (e). As moléculas do tipo (b) contêm repetições invertidas dos 
adaptadores que, após o passo de hibridação, formam “loops” impedindo assim a 
ligação dos primers e da polimerase de modo a efectuar a extensão. As moléculas do 
tipo (d) e (a) como não possuem local de ligação dos primers não vão sofrer ligação, 
enquanto as moléculas do tipo (c) apenas são amplificadas linearmente5, 28, 123. As 
sequências desejadas são fragmentos específicos do Tester, que estão ausentes do 
Driver28, 46. 
Este método permite que DNA especifico de uma estirpe seja seleccionado, 
eliminando a necessidade de sequenciação e mapeamento de um genoma inteiro5. 
Vários estudos têm sido efectuados em bactérias com objectivos diversos. Como foi 
referido a primeira vez que este método foi aplicado em bactérias, foi em H. pylori, 
tendo sido comparadas duas estirpes não relacionadas. A estirpe utilizada como Driver 
tinha o genoma sequenciado e a estirpe Tester era utilizada em testes em macacos 
Rhesus. Neste estudo, 18 fragmentos específicos da Tester foram obtidos, onde 11 dos 
clones apresentavam fragmentos onde uma parte da sua sequência era homóloga com a 
Driver, sendo considerados de grande importância a nível evolutivo. Para alguns dos 
fragmentos, a nível de proteína não foram encontradas funções conhecidas, tendo sido 
especulada a possível existência de novas classes de proteínas5. Noutro estudo efectuado 
em 2002, de modo a demonstrar a eficácia deste método, foram comparadas duas 
estirpes de H. pylori cujo genoma estava sequenciado, tendo-se conseguido identificar 
95% das sequências unicas de cada estirpe4.  
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Em 2000, Zhang et al utilizaram este método de modo a identificar diferenças 
entre os genomas de duas estirpes relacionadas de Aeromonas hydrophila, uma 
virulenta (Tester) e uma avirulenta (Driver). Neste estudo foram obtidos 69 fragmentos 
especificos da Tester, 23 fragmentos dos quais mostraram elevada homologia com 
proteinas de outras bactérias, e os restastes fragmentos foram identificados como sendo 
novas proteinas de A. hydrophila. Entre estes, 22 encontravam-se em outras oito estirpes 
virulentas estudadas, mas não em sete estirpes avirulentas, sugerindo que poderão ser 
genes de virulência universais entre A. hydrophila126. 
Outro estudo efectuado em Synechococcus, no qual foram comparadas estirpes 
isoladas de diferentes regiões, levou à identificação de genes especificos para cada 
região53. 
Outros estudos têm sido efectuados em E. coli55, Campylobacter jejuni46, 
Streptococcus mutans44 e Yersinia pestis22, de modo a comparar estirpes de origens 
diferentes, e a identificar genes especificos de cada nicho. Em 2005, Bae et al 
efectuaram um estudo de modo a determinar genes especificos de espécies diferentes de 
Salmonella, de modo a aplicar como sondas de microarrays, para posteriormente serem 
utilizados em estudos de identificação de isolados10. Noutro estudo efectuado por Wang 
et al (2006), utilizando o método de SSH em combinação com microarrays, onde 
compararam Y. Pestis com Y. Pseudotuberculosis, demonstraram um processo 
evolutivo destas duas espécies, pondo a hipótese de qual a espécie ancestral na China e 
demonstrando a proximidade entre estas duas espécies119.  
Já em 2008, Maigre et al, efectuaram um estudo em Mycoplasma numa tentativa 
de desenvolverem um esquema que através da técnica de PCR possibilitasse a 
diferenciação entre o Mycoplasma capricolum e o Mycoplasma mycoides, resultando na  
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proposta de um esquema em PCR multiplex tendo como alvo dois genes especificos de 
cada espécie68. 
Como se pode demostrar por estes estudos, este método apresenta uma 
variedade de aplicações em estudos comparativos de genomas, podendo-se obter um 
leque enorme de resultados.  
No presente estudo pretendeu-se estudar as diferenças entre dois isolados 
relacionados de ambientes diferentes, um isolado de um produto alimentar e um isolado 
de origem hospitalar que causou infecção, numa tentativa de identificar genes 
específicos de isolados lácteos. 
 
3.2 Metodologia 
3.2.1 Isolados em estudo 
Para este estudo seleccionaram-se dois isolados, ambos pertencentes à ST55: um 
isolado lácteo, QCB15, como Tester e um isolado Hospitalar, HSM3720, como Driver. 
As características destes isolados estão na Quadro 2, Capitulo 1. 
 
3.2.2 Extracção de DNA total 
O DNA foi extraído utilizando o Kit Ultraclean TM Microbial DNA isolation 
Kit (MO BIO Laboratories Inc, USA), de acordo com as instruções do fabricante. 
 
3.2.3 SSH 
O método de SSH foi efectuado de acordo com o protocolo do Kit PCR-SelectTM 
Bacterial Genome Subtraction (Clontech, USA). Digeriu-se 20 µg de ambos os DNA’s 
com a enzima de restrição RsaI a 37ºC o.n. e efectuou-se um controlo da digestão. De 
seguida dividiu-se o Tester em duas porções às quais se adicionaram os adaptadores: 
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adaptador1 (5'–CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT–3') e 
adaptador2 (5'–CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT–3'), tendo-se 
efectuado o controlo de ligação por PCR utilizando o primer 1 (P1: 5’-
CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ e os primers correspondentes ao 23S de enterococos 
(f: 5’-GCGTGCCTTTTGTAGAATGA-3’; r: 5’-TTCGCCCTATTCAGACTCG-3’) . A cada uma 
destas porções adicionou-se Driver em excesso e efectuou-se um passo de desnaturação 
por aquecimento a 98ºC seguido de uma primeira hibridação a 60ºC durante 1,5 horas. 
De seguida juntaram-se as duas porções resultantes da primeira hibridação, e adicionou-
se um excesso de Driver a esta mistura final, submetendo-a a um passo de hibridação de 
60ºC durante 20 horas. A partir deste produto efectuou-se uma primeira reacção de PCR 
utilizando um  primer homólogo à sequência interna de ambos os adaptadores (5'–
CTAATACGACTCACTATAGGGC-3') e, utilizando o produto desta reacção, efectuou-se um 
segundo PCR onde se utilizaram dois primers, cada um homólogo à sequência externa 
de um dos adaptadores Pn1 (5'–TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT–3') e Pn2 (5'–
AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT–3').  O produto final foi purificado com o Kit QIAquick 
PCR purification kit (Quiagen, Alemanha), e clonado de seguida. 
 
3.2.4 Clonagem 
3.2.4.1 Preparação de células competentes 
Em LB preparou-se uma cultura de E. coli JM101TR. Adicionou-se 2ml deste 
pré-inóculo a 100 ml de meio LB. Incubou-se a 37ºC com agitação a 200 rpm, até ser 
atingida uma DO600nm de 0,7. Centrifugou-se a 6000 rpm (centrifuga Sigma 4K15, rotor 
nr.12166), durante 17 minutos a 4ºC. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o 
pellet num volume igual de glicerol 10% frio. Centrifugou-se a 6000 rpm, durante 17 
minutos a 4ºC. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em metade do 
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volume de glicerol 10% frio. Centrifugou-se a 6000 rpm, durante 20 minutos a 4ºC. 
Eliminou-se o sobrenadante o mais possível, e ressuspendeu-se o pellet em 500ul de 
glicerol 10% frio. Prepararam-se alíquotas de 40 µl, que foram conservadas a -80ºC. 
 
3.2.4.2 Ligação 
A ligação foi efectuada de acordo com o Kit pGEM-T® vector systems 
(Promega, USA). Ao produto resultante do método SSH, adicionou-se o vector pGEM-
T, a T4 DNA ligase e um tampão especifico para esta enzima e incubou-se a 4ºC o.n. 
Também se efectuaram dois controlos: controlo positivo, ao qual se adicionou um DNA 
controlo em vez do produto do SSH; controlo negativo, no qual não se adicionou DNA. 
No final da ligação precipitou-se o produto de ligação adicionando 100 µl de Etanol 
100%, 10 µl de Acetato de sódio 3M pH7 e 1 µl glicerol. Centrifugou-se 20 minutos a 
13000 rpm (Microcentrifuga Sigma 112, rotor nr.12002). Ressuspendeu-se o pellet em 
10 µl de H2O milliQ, e utilizou-se este produto na transformação das células 
competentes. 
 
3.2.4.3 Transformação das células 
Adicionou-se 5 µl de produto de ligação a uma alíquota de células competentes e 
electroporou-se no Electroporador (BioRad) a 25uF, 200 ohms e 2.5Kv. Adicionou-se 1 
ml de SOC (Bactotriptona 20g/ml; extracto de levedura 5g/l; NaCl 0.25M; KCl 0.06M; 
MgCl2 0.25M; MgSO4 0.25M), e transferiu-se a suspensão de células para um tubo, 
incubando-se de seguida a 37ºC durante 1.5 horas com a gitação a 200 rpm. Plaqueou-se 
por espalhamento 100 µl de cada uma das diluições 100 e 10-1, centrifugando-se a 
restante suspensão. O pellet foi ressuspenso em 100 µl de SOC e plaqueado em placas 
de LB contendo ampicilina (100ug/ml), IPTG (100mM) e X-Gal (50mg/ml). Incubou-se 
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o.n a 37ºC. Repicaram-se as colónias brancas em novas placas de LB com ampicilina 
(100µg/ml), IPTG (100mM) e X-Gal (50mg/ml) para confirmação. Conservaram-se os 
clones em glicerol 80% a -80ºC. 
 
3.2.5 Confirmação dos clones 
A confirmação dos clones foi efectuada por hibridação, segundo o protocolo do 
kit PCR-Select Differential Screening Kit (Clontech, USA), utilizando como sondas os 
DNA Tester e Driver digeridos com RsaI.  
 
3.2.5.1 Preparação das membranas 
Prepararam –se as membranas, aplicando 1 µl de uma cultura de cada clone com 
2 horas, colocando-se as membranas em placas de LB com ampicilina (100µg/ml), 
incubando-se a 37ºC o.n. As membranas foram então colocadas sobre papel contendo 
uma solução de desnaturação (NaOH 0,5M; NaCl 1,5M) e de seguida colocadas numa 
solução de neutralização (Tris-Cl 0,5 M pH7,4; NaCl 1,5M). As membranas foram 
depois fixadas com uma solução de NaOH 50mM preparada de fresco. 
 
3.2.5.2 Marcação das sondas 
Para a marcação das sondas utilizou-se 100ng de cada DNA digerido e 
desnaturado a 95ºC durante 8 minutos. A este DNA adicionou-se dCTP marcado com 
32P, adicionando-se também um tampão especifico, ramdom primers (nonameros de 
oligonucleótidos de sequências aleatórias) e a enzima Klenow. Esta reacção foi 
incubada a 37ºC durante 30 minutos. Foi posteriormente adicionada à solução de 
hibridação. 
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3.2.5.3 Hibridação 
Efectuou-se uma pré-hibridação das membranas a 68ºC durante 2 horas. De 
seguida adicionou-se a sonda marcada anteriormente e hibridou-se a 68ºC o.n. De 
seguida efectuaram-se 4 lavagens de 15 minutos cada, com uma solução de baixa 
estringência (2x SSC; 0,5% SDS) a 68ºC. Efectuaram-se duas lavagens finais com uma 
solução de alta estringência (0,2x SSC; 0,5% SDS). As membranas foram de seguida 
expostas durante uma semana para posterior visualização no aparelho laser scanner 
STORM 860 (GE Healthcare, Inglaterra). 
 
3.2.6 Sequenciação dos clones 
Os fragmentos clonados foram sequenciados. Para tal, amplificaram-se por PCR 
com os primers Pn1 e Pn2. Inicialmente cresceram-se os clones em 100µl de LB com 
100µg/ml de ampicilina, durante 2 horas. Para cada reacção 1µl de cultura foi 
adicionado à seguinte mistura de reacção: Tampão 10X, 10 µM de cada primer Pn1 e 
Pn2; 10mM dNTP, Polimerase 50X, para um volume final de 20 µl. Todos os reagentes 
foram adquiridos à empresa Clontech (EUA). O programa de PCR utilizado encontra-se 
descrito na Quadro 11. O produto de reacção foi purificado utilizando o Kit QIAquick 
PCR purification kit (Quiagen, Alemanha), sendo depois enviado para sequenciação 
para a  Baseclear (Leiden, Holanda). 
 
Quadro 11: Programa de PCR utilizado na amplificação dos fragmentos clonados 
T (ºC) Tempo Nº ciclos 
95 2 min. 1 
95 30 seg. 
68 30 seg. 
72 3 min. 
30 
72 5 min. 1 
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As sequências foram analisadas utilizando o programa Vector NTI AdvanceTM 
(versão 10, Invitrogen, EUA) e de modo a determinar as homologias dos fragmentos 
obtidos recorreu-se ao Blastn através da página http://tigrblast.tigr.org/cmr-blast/ .  
 
3.2.7 Confirmação dos clones por PCR 
Recorrendo ao programa Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm ), 
foram desenhados primers especificos para as sequências encontradas. Os primers 
desenhados encontram-se descritos no Quadro 12. 
 
Quadro 12: Sequência nucleotídica dos primers desenhados a partir das sequências obtidas para os 
clones analisados 
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Para cada reacção 1µl de DNA foi adicionado à seguinte mistura de reacção: 10 
µl de MasterMix (5 Prime, Espanha); 10µM de cada primer para um volume final de 25 
µl. O programa de PCR utilizado encontra-se descrito na Quadro 13. 
 
Quadro 13: Programa de PCR utilizado na amplificação das sequências encontradas 
T (ºC) Tempo Nº ciclos 
95 2 min. 1 
95 30 seg. 
50 30 seg. 
72 1 min. 
30 
72 5 min. 1 
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Os produtos obtidos foram aplicados num gel de 1% de agarose, sendo depois 
analisados os resultados com recurso ao programa Kodak 1D software (v.3.6.1) (USA), 
de modo a determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. 
 
3.3 Resultados e Discussão 
Através do método de SSH pretendia-se determinar as diferenças a nível do 
genoma, entre dois isolados E. faecalis relacionados de ambientes diferentes, um lácteo 
e um de uma infecção hospitalar. 
Como primeiro passo deste método, efectuou-se a digestão de ambos os DNA. O 
SSH é um método baseado na técnica de PCR, pelo que grandes fragmentos de DNA 
não são eficazmente amplificados, não sendo representados no produto final. Por outro 
lado, os fragmentos muito pequenos, inferiores a 200pb, que seriam mais facilmente 
amplificáveis, são raramente amplificaveis devido à complementariedade dos 
adaptadores, que leva à formação de loops, que impedem a amplificação dos 
fragmentos. Assim é importante que os fragmentos resultantes da digestão tenham 
tamanhos compreendidos entre 0.2-1.2kb4. Para se verificar a eficácia do enzima RsaI 
neste estudo, pesquisou-se no genoma da estirpe E. faecalis V583, o número e tamanho 
dos fragmentos que se obteria, tendo-se confirmado que este enzima seria indicado, com 
a ressalva de não serem conhecidos os genomas dos isolados em estudo. Como 
representado na Figura 7, a maioria dos fragmentos obtidos encontra-se dentro desta 
gama de tamanhos. 
























Figura 7: Gel de agarose resultante da aplicação dos produtos da digestão dos DNA Driver e Tester 
 
Após a digestão procedeu-se à ligação dos adaptadores a duas fracções do 













Figura 8: Gel de agarose resultante da aplicação dos produtos de reacção do controlo de ligação dos 
adaptadores. 
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Como se pode observar, obteve-se o perfil esperado. Na amplificação com os 
primers do 23S obteve-se a banda esperada de 100 pb e na amplificação com os primers 
P1 e 23Sr obteve-se uma banda de tamanho superior. 
Após o processo de subtracção, recorreu-se ao PCR para amplificar os 









































Figura 9: Gel de agarose resultante da aplicação do produto subtraido obtido pelo método de SSH. 
 
Obteve-se o resultado esperado, visto que os fragmentos esperados se encontam 
entre os 2000 e 200pb. De modo a ter um resultado perliminar da eficácia da subtracção, 
procedeu-se à amplificação de um gene comum entre ambos os isolados, tendo sido 
escolhido o gene pstS (esquema de MLST) por não ter nenhum local de restricção para 
o enzima RsaI. Efectuou-se o PCR para o produto do SSH e para um produto não 
subtraído, ou seja, neste controlo efectuaram-se todos os passos do método, excepto as 
hibridações. O resultado deste teste de eficácia está representado na Figura 10. 
 






























































Figura 10: Gel de agarose resultante da aplicação dos produtos da amplificação do gene pstS, para o 
produto subtraído e não subtraído. 
 
Como se pode verificar, houve amplificação apenas no produto não subtraido, o 
que indica que este gene comum entre os isolados foi “eliminado” durante o processo de 
SSH, demonstrando eficácia no método. 
O produto obtido foi clonado no vector pGEM-T. Este vector possui o gene de 
resistência à ampicilina, por isso a incorporação do antibiótico no meio, de modo a 
poder seleccionar as bactérias que tenham incorporado este vector, conferindo-lhes 
assim resistência. O vector tambem possui um gene lacZ, que codifica para uma β-
galactosidase. Esta proteina, quando funcional, produz colónias azuis na presença de X-
Gal. Os fragmentos foram inseridos no interior do lacZ inactivando este gene, logo as 
colónias em que foram inseridos fragmentos apresentam uma cor branca 
(http://www.scienceteacherprogram.org/biology/Geen98.html acedido a 20 de Março de 
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Quadro 14: Resultado das contagens de colónias brancas após a clonagem, e número de colónias 
repicadas de cada placa. 
Diluição Número de colónias brancas Número de clones repicados 
100 123 123 
10-1 68 68 
pellet Incontável 1 
 
No total foram repicados 192 clones, tendo sido denominados de 1 a 192. Estes 
clones foram de seguida aplicados em membranas para, através de um processo de 
hibridação diferencial, serem confirmados. Durante o crescimento dos clones nas 
membranas, o Clone 34, não cresceu. Pode não ter havido contacto entre a membrana e 
o meio, ou então por algum processo, este clone perdeu o plasmídeo inserido.  
No processo de hibridação diferencial, para garantir que as sondas não 
hibridavam com o vector, utilizaram-se dois controlos negativos, dois clones que foram 
obtidos do controlo negativo do processo de clonagem. Os resultados da hibridação 

























c                                                                             d                                                                           
 
e                                                                          f 
 
Figura 11: Membranas resultantes do processo de hibridação diferencial: imagens a, c, e representam as 
membranas hibridadas com o Driver; imagens b, d, f representam as membranas hibridadas com o Tester; 
o circulo vermelho representa o clone 34; as setas vermelhas representam os clones que não hibridaram 
com o Tester; as setas verdes representam os clones que hibridaram com ambas as sondas ou só com o 
Driver; os círculos azuis representam os clones já sequenciados. 
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Como se pode observar, obteve-se um sinal mais forte nas membranas 
hibridadas com a sonda Tester, pondo-se a hipótese de a marcação da sonda Driver ter 
tido uma baixa eficácia. Não se obteve sinal para os controlos negativos, o que indica 
que as sondas não hibridam com os vectores, sendo os sinais obtidos apenas da 
hibridação das sondas com os fragmentos inseridos.  
Por este método, detectaram-se 25 falsos positivos em 191 clones (13%): 2 
hibridaram apenas com a driver; 4 não hibridaram com nenhuma das sondas; 19 
hibridaram com ambas as sondas. Uma limitação no método SSH é a inevitabilidade da 
ocorrência de falsos positivos. Os falsos positivos resultam de sequências, que mesmo 
na presença de excesso de Driver, permanecem em cadeia simples e eventualmente 
hibridam com sequências parcialmente complementares do Tester4, 49. Estes podem ser 
detectados através do método de hibridação diferencial, no entanto existe uma tentativa 
de diminuir o numero destes falsos positivos. Um dos métodos desenvolvidos engloba a 
remoção de um dos adaptadores por acção de endonucleases, seguido de desnaturação e 
reassociação dos fragmentos de SSH, efectuando de seguida uma reacção de PCR 
utilizando apenas os primers do adaptador que permanece, sendo este método 
denominado por Mirror Orientation Selection (MOS) 49, 95. 
De seguida procedeu-se à amplificação dos fragmentos de 36 clones, estando os 
resultados representados nas Figuras 12.  
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Figura 12: Géis de agarose resultantes da aplicação dos produtos da amplificação dos fragmentos 
inseridos em 36 clones. 
 
Para 12 clones não se obteve amplificação, em 2 obteve-se amplificação de dois 
fragmentos, podendo ser resultado da inserção de dois fragmentos, ou então o 
fragmento inserido ter um local de hibridação de um dos primers. Os restantes 22 clones 
para os quais se obteve amplificação de uma só banda foram sequenciados, tendo-se 
analisado as sequências e procurado homologias com sequências conhecidas por Blastn, 
estando os resultados apresentados no Quadro 15.
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Quadro 15: Caracteristicas dos fragmentos obtidos e correspondentes homologias. 
Nome Tamanho Fragmento (pb) %GC Homologia com proteinas conhecidas Valor Ea
3 743 39
EF3310 – sorbitol-6-phosphate 2-dehydrogenase (V583 genome) 7.2e-72
EF3311 – Glucose inhibited division protein A (V583 genome) 1.8e-40
11 753 38 EF0715 –Trigger Factor (V583 genome) 1.4e-162
19 218 35 EF2229 – hypotheticalprotein (V583 genome) 2.1e-42
27 824 29 pcfW gene  - pCF10 plasmid (E.faecalis plasmid) 0.0
35 262 39
EF0490 – cell wall surface anchor family protein (V583 genome) 1.0e-52
EF_A0042 - cell wall surface anchor family protein (pTEF1 -V583 plasmid) 1.2e-51
43 279 24 EF2459 – ATP-dependentDNA helicaseRecQ (V583 genome) 1.6e-12
51 237 41 EF0641 – L-lactate dehydrogenase (Ldh-2) (V583 genome) 1.3e-47
73 528 34 SAS0025 – putative type I restriction enzyme protein (Genoma Staphylococcus aureus subsp. 
Aureus)
1.2e-58
152 571 35 2e-58
81 454 40 EF1206 – malate dehydrogenase, decarboxylating (V583 genome) 5.1e-68
89 639 41 EF2781 – DNA polymerase III gamma and tau subunits (V583 genome) 3.6e-136
105 313 30 EF0539 – Phosphosugar-binding Transcriptional regulator RpiR family (V583 genome) 1.2e-64
114 548
42 EF0720 – Voltage gated chloride channel family protein (V583 genome) 2.2e-116
122 477 3.7e-101
136 101 26 EF3146 – hypotheticalprotein (V583 genome) 2e-28
144 571 36 EF0549 – Transposase; IS3 family (V583 genome) 2.9e-82
160 661 34
EF0587 – hypotheticalprotein (V583 genome) 2.2e-47
EF0588 – Ribossomal protein L33 (V583 genome) 4.5e-25
EF0589 – hypotheticalprotein (V583 genome) 4.3e-28
169 666 31 EF0546 - hypothetical protein (V583 genome) 1.2e-21
176 749 26
EF0546 – hypotheticalprotein (V583 genome) 2.1e-72
EF0547 – Amonium transporter (V583 genome) 1.5e-19
184 229 32 E. faecalis OG1-RF genome 1e-114
191 436 38 EF1392 – molybdenum cofactor biosynthesis protein MoaC (V583 genome) 2.5e-47
192 501 37 EF1966 – YitT family protein (Genoma V583) 1.2e-56
 
a
 Apenas são consideradas as homologias cujo valor de score fosse igual inferior a 1e-5 
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Na pesquisa de homologias por Blast, apenas foram consideradas homologias 
cujo valor de score fosse igual ou inferior a 1e-5. Este valor representa a probabilidade 
de os fragmentos corresponderem a um certo gene ou sequência. 
O clone 3, contendo um fragmento de 743 pb, apresenta homologia com dois 




Figura 13: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 3. 
 
Este fragmento apresenta homologias com o EF3310 que faz parte de uma 
unidade transcripcional de 7 genes envolvidos no metabolismo do sorbitol. Também 
tem homologia com o EF3311, que se encontra inserido numa unidade transcripcional 
de 3 genes, envolvidos no processamento de tRNA’s. No estudo de Aakra et al (2007) o 
EF3311 foi utilizado como sonda, tendo sido encontrado em todos os isolados 
estudados1. Este fragmento também engloba a região intergénica entre estes dois genes. 
Os respectivos alinhamentos encontram-se no Apêndice I. 
O fragmento obtido do clone 11, representa uma zona interna do EF0715, como 




Figura 14: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 11. 
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Este gene é transcrito isoladamente e codifica para um Trigger factor que, em 
enterococos, se pensa estar relacionado com o processo de tradução e maturação da 
proteína Gelatinase, envolvida em processos de virulência45. Em Streptococcus 
pyogenes estes factores estão descritos como peptidil-prolil cis-trans isomerases 
envolvidas na maturação de proteases66, apresentando uma grande semelhança com o 
mecanismo encontrado em enterococos. O alinhamento da sequência obtida com o 
EF0715 encontra-se no Apêndice I. 
O fragmento obtido do clone 19 é homólogo a uma zona interna do EF2229, 
esquematizado na Figura 15. 
Clone 19
 
Figura 15: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 19. 
 
Este gene codifica para uma proteína hipotética, que possui um dominio 
encontrado em proteínas de superficie. Esté é co-transcrito com outra proteína 
hipotética. O alinhamento da sequência obtida com o EF2229 encontra-se representado 
na Apêndice I. 
O fragmento obtido do clone 35 apresenta homologia com uma zona interna de 
um gene que codifica para uma proteína de superficie, encontrando-se presente no 
genoma da estirpe V583 (EF0490) mas também no plasmídeo pTEF1 da estirpe V583. 
O esquema representativo encontra-se na Figura 16. 
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Clone 35
 
Figura 16: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 35, 
representativo do EF0490 encontrado no genoma da estirpe V583. 
 
Este gene, no genoma de V583, faz parte de uma unidade transcripcional 
composta por 7 genes - 5 codificam para proteínas hipotéticas, e um para uma 
muramidase (EF0491) envolvida na mobilidade e sinalização intracelular. Este gene 
encontra-se inserido na PAI do genoma de V583 (a PAI engloba a região EF0479-
EF062080). No estudo de Lepage et al, este gene faz parte do grupo de genes que foi 
detectado tanto em isolados clinicos como em isolados alimentares62. No estudo de 
Aakra et al, este foi considerado um gene divergente1. De acordo com Paulsen et al, este 
gene enconta-se inserido numa região de plasmideos integrados89. O alinhamento deste 
fragmento com o gene correspondente encontra-se no Apêndice I. 
Para o clone 43 obteve-se um fragmento de 279 pb, que se encontra 




Figura 17: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 43. 
 
Este fragmento engloba o final do EF2459 e parte da região intergénica entre 
este gene e o EF2458. Este gene é transcrito isoladamente e codifica para uma DNA 
helicase dependente de ATP, pertencente à superfamilia Helicase II. Esta proteína está 
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envolvida em vários processos de replicação, recombinação e reparação de DNA. Os 
alinhamentos do fragmento obtido, tanto com o gene correspondente como com a região 
intergénica, encontram-se descritos no Apêndice I. 
O fragmento obtido para o clone 51 apresenta homologia com uma parte interna 
do EF0641, estando o esquema representado na Figura 18. 
Clone 51
 
Figura 18: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 51. 
 
Este gene é transcrito isoladamente, codificando para uma L-lactato 
desidrogenase (ldh) pertencendo à familia de hidroxicarboxilato desidrogenases 
dependentes de NAD, que são enzimas envolvidas no último passo da glicólise que 
converte o piruvato em L-lactato. O alinhamento das sequências encontra-se discrito no 
Apêndice I. 
Para o clone 81, obteve-se um fragmento de 454pb, que apresenta homologia 
com uma zona interna do EF1206. O esquema representativo encontra-se na Figura 19. 
Clone 81
 
Figura 19: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 81. 
 
Este gene codifica para uma malato desidrogenase, e é co-transcrito com um 
transportador de citrato (EF1207). O alinhamento correspondente encontra-se discrito 
no Apêndice I. 
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Para o clone 89 obteve-se um fragmento com homologia numa zona interna do 
EF2781. O esquema encontra-se representado na Figura 20. 
Clone 89
 
Figura 20: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 89. 
 
Este gene codifica para as sub-unidades γ e τ da DNA polimerase III, enzima 
envolvida na transcrição de DNA. É co-transcrito com uma proteina hipotética 
conservada (EF2780). Este gene foi utilizado no estudo de Aakra et al, estando presente 
em todos os isolados estudados1. O alinhamento encontra-se representado no Apêndice 
I. 
O fragmento obtido do clone 105, apresenta homologia com uma zona interna 
do EF0539, estando o esquema representado na Figura 21. 
Clone 105
 
Figura 21: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 105. 
 
Este gene é transcrito isoladamente e codifica para um regulador transcripcional 
de ligação a fosfato-açucares que apresenta dois domínios, um de Helix-turn-helix de 
ligação ao DNA, e outro de isomerase de fosfato-açucares, encontrando-se envolvida na 
síntese de açucares fosfatados. De acordo com Aakra et al, este tipo de reguladores 
encontra-se conservado em bactérias Gram-positivas com baixo conteúdo em GC1. O 
alinhamento desta sequência encontra-se representado no Apêndice I. 
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Para o clone 114 obteve-se um fragmento de 548pb que se verificou ser o 
mesmo obtido para o clone 122, este com 477 pb. Estes fragmentos apresentavam 




Figura 22: Esquema representativo da região abrangida pelos fragmentos inseridos no clone 114 e 122. 
 
Este gene é transcrito isoladamente, e codifica para uma proteina “Voltage-gated 
chloride channel”. Possui um domínio EriC, que está envolvido no transporte de Cl-, 
fazendo parte do mecanismo de resposta a situações de extrema acidez do meio. Este 
mecanismo poderá estar relacionado com a resposta a stress ácido. 
Para o clone 136, obteve-se um fragmento que apresentava homologia com o 
EF3146 e com a região intergénica entre este gene e o EF3145. O esquema encontra-se 
representado na Figura 23. 
Clone 136
 
Figura 23: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 105. 
 
Este gene é transcrito isoladamente e codifica para uma proteína hipotética.  
Para o clone 144, obteve-se um fragmento com homologia com uma zona 
interna do EF0549, que codifica para uma transposase, que se encontra relacionada com 
mecanismos de conjugação de material genético. Não está descrito se este gene se 
  75 
encontra integrado em alguma unidade transcripcional, no entanto está integrado na PAI 
de V583. 
Para o clone 160, obteve-se um fragmento com 661pb, que apresenta homologia 




Figura 24: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 160. 
 
Estes genes fazem parte de uma unidade transcripcional composta por 5 genes. 
O EF0587 codifica para uma proteina hipotética. O EF0588 codifica para a proteina 
ribossonal 50S. O EF0589 codifica para uma proteína hipotética. Este operão encontra-
se inserido na PAI de V583. Este fragmento também englobava as regiões intergénicas 
entre estes genes e a região intergénica completa entre o EF0589 e o EF0590. O facto de 
apenas ter sido sequenciado parte deste operão, pode indicar a existência de um local de 
restrição do enzima RsaI, logo o restante fragmento do operão poderá estar inserido 
num clone ainda não sequenciado. 
Para o clone 176, obteve-se um fragmento com 749pb, que apresenta homologia 
com o EF0546 e o EF0547. O esquema representativo encontra-se na Figura 25. 
Clone 176
 
Figura 25: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 176. 
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Cada um destes genes é transcrito isoladamente. O EF0546 codifica para uma 
proteina hipotética e o EF0547 para um transportador de amónio. Ambos os genes 
encontram-se inseridos na PAI de V583. Neste fragmento também se encontravam 
representadas a região intergénica entre os dois genes descritos e parte da região 
intergénica entre o EF0546 e o EF0545. 
O fragmento obtido para o clone 169, tem aparentemente alguma homologia 
com uma zona interna do EF0546 descrito anteriormente. Como demonstrado pelos 
alinhamentos (Apêndice I), o fragmento 176 tem um bom alinhamento, mas no caso do 
fragmento 169, o alinhamento não é optimo, embora se tenha obtido um score de 12e-
21. Em publicações em que as homologias obtidas apresentam scores dentro do limite, 
mas em que o alinhamento das sequências é fraco, consideram que estas diferenças 
entre as sequências possam ser resultado de processos evolutivos5. 
Para o clone 191, obteve-se um fragmento que apresenta homologia com parte 
do EF1392, estando o esquema representado na Figura 26. 
Clone 191
 
Figura 26: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 191. 
 
Este gene encontra-se integrado numa unidade transcripcional de 8 genes, 
relacionada com a síntese de compostos de molibdénio. O EF1392 codifica para um 
cofactor da biosíntese de compostos de molibdénio. Este fragmento também engloba 
parte da região intergénica entre este gene e o EF1391. 
O fragmento obtido para o clone 192, apresenta homologia com o EF1966 e 
parte da região intergénica entre este gene e o EF1966, estando o esquema representado 
na Figura 27. 
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Clone 192
 
Figura 27: Esquema representativo da região abrangida pelo fragmento inserido no clone 192. 
 
Este gene é transcrito isoladamente, e codifica para uma proteina YitT, cuja 
função é desconhecida. Pensa-se que poderá ter função de transportador ou permease. 
Para o clone 73 obteve-se um fragmento de 528pb, que se verificou ser o mesmo 
que para o clone 152, que tinha 571pb. Verificou-se que este gene não tinha homologia 
com o genoma da estirpe de V583, mas com um gene que codifica para uma enzima de 




Figura 28: Esquema representativo da região abrangida pelos fragmentos inseridos no clone 73 e 152. 
 
Este gene é co-transcrito com outros dois genes, sendo que o SAS0026 também 
codifica para uma enzima de restrição do tipo I e o SAS0027 codifica para uma 
metilase. Estes enzimas formam um complexo com funções a nível de processos de 
recombinação de DNA e de alteração de locais alvo no DNA para protecção da célula, 
já tendo sido comprovada a sua função como barreira contra infecção por fagos78. 
Para o clone 27, obteve-se um fragmento com 824 pb, que apresenta homologia 
com o gene pcfW codificado no plasmídeo de enterococos pCF10, cuja função é ainda 
desconhecida. Este plasmídeo tem sido estudado por estar relacionado com mecanismos 
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de conjugação por resposta a feromonas106. Ainda não foi efectuado nenhum estudo que 
vise a detecção deste plasmídeo em isolados de vários ambientes.  
Para o clone 184 obteve-se um fragmento com 229pb, não tendo sido encontrada 
nenhuma homologia significativa com nenhum genoma bacteriano na base de dados. No 
entanto, um Blast contra os genomas de enterococos que se encontram em anotações, 
permitiu encontrar homologia com o genoma da estirpe E. faecalis OG1-RF. A 
sequência deste genoma encontra-se em processo final de publicação, não sendo ainda 
possível determinar se este fragmento é homólogo com alguma região codificante. 
Os fragmentos descritos correspondem aos clones sequenciados que por 
hibridação diferencial pareciam representar diferenças entre os isolados em estudo.  
Com recurso às sequências obtidas, foram desenhados primers especificos, que 
posteriormente foram utilizados de modo a efectuar a confirmação dos clones, mas 
recorrendo à técnica de PCR. Para os clones 43, 136 e 176, não foram encontrados 
primers, nos quais se pudesse ter um bom grau de segurança para os resultados que se 
obteriam. Para os clones 114 e 122, assim como para os clones 73 e 152, que 
apresentam sequências repetidas, foram escolhidas para desenhar os primers, as 
sequências mais longas. O resultado encontra-se representado na Figura 29. 
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Figura 29: Géis de agarose resultantes da aplicação dos produtos da amplificação das regiões especificas 
encoontradas para cada clone, nos isolados em estudo; T-DNA Tester, D- DNA Driver, C- Clone seguido 
do número correspondente. 
 
Como se pode observar, por PCR, apenas os fragmentos dos clones 105 e 160 
constituem diferenças entre o isolado lácteo e o isolado clínico.  
Na confirmação dos clones por hibridação diferencial, obteve-se um fraco sinal 
nas membranas, o que poderá justificar as diferenças dos resultados obtidos por este 
método e pelos obtidos por PCR. No entanto, é de salientar que os clones analisados, 
apenas representam 10% dos clones recolhidos, podendo-se encontrar um maior número 
de sequências diferentes, nos restantes 90% dos clones. No estudo de Akopyants et al 
dos 64 clones recolhidos, apenas 18 (28%) representavam diferenças entre os isolados 
estudados5, assim como no estudo de de Kariyawasam et al se obteve a mesma 
percentagem de diferença (136 diferenças/482 clones totais)55. Já no estudo de Migre et 
al, em que foram realizados dois ensaios de SSH, foram obtidas 34% e 50% de 
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diferenças entre os isolados estudados68. Extrapolando a partir dos resultados já obtidos, 
espera-se no total obter 20 sequências específicas do isolado lácteo. 
Como foi referido o fragmento obtido para o clone 105, representa parte de um 
gene que codifica para um regulador transcripcional, que se encontra envolvido na via 
metabólica das pentoses fosfato. Em E. coli, a utilização de D-ribose como fonte de 
carbono em parte é catalizada por uma ribose fosfato isomerase, existindo no seu 
genoma dois genes que codificam para este enzima, rpiA e rpiB. O gene rpiB é regulado 
negativamente por um regulador desta familia104. Em enterococos a função destes 
reguladores ainda não foi estudada. Efectuando uma pesquisa no genoma da estirpe 
V583, verificou-se que existem no total, onze reguladores desta família, um deles 
localizado na PAI, logo a possível ausência deste regulador do isolado clínico, pode não 
efectar este metabolismo. 
Como também foi referido, o fragmento obtido para o clone 160, representa 
parte de um operão no qual se encontra enzima ribossomal. Estas enzimas são essenciais 
para a célula, estando conservadas. No genoma de V583, encontra-se um parálogo deste 
gene (EF3203), pelo que a ausência do fragmento 160, no isolado clínico, não é de 
estranhar e pode estar relacionada com a sua localização na PAI. Por outro lado, como 
foi descrito por Akopyants et al5, podem existir situações em que apenas parte de um 
fragmento obtido, representa diferença entre os isolados. Neste caso, o tamanho da 
sequência do gene que codifica para a proteína ribossomal, pode não ser 
suficientemente grande para que se dê a hibridação, quando comparado com a restante 
sequência obtida, resultando num sinal negativo na hibridação com a sonda Driver.  
Embora este estudo tivesse como objectivo encontrar diferenças entre os dois 
isolados, de entre as sequências comuns aos dois genomas, Driver e Tester, há três 
clones que interesa destacar, nomeadamente a existência de uma sequência homóloga 
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com parte de um gene de S. aureus. Este gene codifica para uma enzima de restrição, 
sendo importante determinar se os isolados possuem homologia com toda a sequência 
deste gene. Também é de grande interesse determinar se estes isolados possuem o 
plasmídeo pCF10, ou se parte deste se encontra integrado no seu genoma, tendo em 
conta a importância deste plasmídeo em processos de conjugação. Com a finalização da 
publicação do genoma OG1-RF será importante determinar se a sequência encontrada 
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Considerações finais 
 
Neste trabalho pretendeu-se estudar a disseminação de isolados VACISEf, e 
tentar estabelecer uma relação entre estes isolados e os VRE existentes na base de dados 
de MLST de E. faecalis. Verificou-se que os isolados VACISEf não apresentam relação 
entre si e também não apresentam nenhuma relação aparente com os isolados VRE. De 
notar que a base de dados não é representativa da população E. faecalis, visto apenas 
serem adicionados dados consoante a necessidade nos estudos que são efectuados. No 
entanto, a informação presente é suficiente para as conclusões retiradas neste estudo. 
Será necessário continuar a monotorizar estes isolados de modo a determinar o seu 
papel na transmissão da resistência à vancomicina. De modo a verificar como aparecem 
estes isolados, será necessário efectuar estudos que permitam monotorizar várias 
gerações de um isolado VRE sem estar submetido à pressão selectiva da vancomicina52. 
Estes estudos podem explicar se estes isolados surgem pela perda gradual de elementos 
do operão vanA ou se surgem por apenas ocorrer a transferência de parte do operão. 
A análise das ST’s dos isolados VACISEf revelou a existência de um isolado 
lácteo e outro clínico com a mesma ST. Assim, o trabalho foi orientado também no 
sentido de encontrar diferenças no genoma, por SSH. Dos fragmentos analisados (10%), 
comprovou-se que apenas dois representavam diferenças entre os dois isolados em 
estudo. Um dos fragmentos apresenta homologia com um regulador transcricional 
descrito como conservado em bactérias Gram-positivas com baixo conteúdo em GC. O 
fragmento, correspondente ao clone 160, apresenta homologia com um grupo de genes 
que fazem parte de um operão. Este operão encontra-se inserido na PAI da estirpe de 
V583. O facto de o isolado clínico apresentar ausência de genes da PAI, não significa 
que seja menos virulento. Como foi sugerido por Lee et al (2006), num estudo em 
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Pseudomonas aeruginosa, a virulência num organismo é multifactorial e combinatória, 
sendo que vários factores combinam-se de modo a conferirem um fenótipo de 
virulência61. Será indespensável determinar a virulência dos dois isolados deste estudo 
através de modelos animais, como Caenorhabditis elegans39 ou Galleria mellonella88. 
De modo a determinar se os genes encontrados são especificos de isolados alimentares 
ou se apenas são especificos deste isolado lácteo, ir-se-á sondar um grupo de isolados de 
vários ambientes por Southern-Blot utilizando os fragmentos obtidos como sondas. Este 
método pederá ser posteriormente utilizado para determinar regiões específicas de 
isolados de outros ambientes. 
Devido à detecção de genes do plasmídeo pCF10 em ambos os isolados, e pelo 
facto de a presença deste plasmídeo ainda não ter sido estudada em isolados de 
diferentes ambientes, torna-se relevante: 1) determinar se o plasmídeo se encontra 
presente nos isolados, ou se parte do plasmídeo se encontra integrado no seu genoma; 2) 
determinar a presença deste plasmídeo em isolados de diferentes ambientes. Com 
presença de um fragmento em ambos os isolados, que apresenta homologia com uma 
sequência de S. aureus que codifica para uma enzima de restrição, torna-se importante 
determinar se estes isolados apresentam este enzima, assim como se possuem todo o 
complexo enzimático do qual este enzima faz parte. Estes resultados vêm demonstrar a 
importância de estudos de comparação de genomas de isolados de diferentes origens. 
Pela primeira vez, neste estudo, esta tácnica foi aplicada na comparação 
genómica de enterococos, onde até hoje era efectuada por recurso à sequenciação, a 
Macroarrays e Microarrays. Mesmo tendo que ser ainda sujeita a um processo de 
optimização para comparação genómica de enterococos, esta técnica mostra-se 
promissora e embora muito trabalhosa, é uma alternativa para técnicas mais 
dispendiosas.  
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Figura A.1: Diagrama resultante do programa eBURST que apresenta a estrura clonal de E. faecalis; As linhas azuis representam os SLV e as linhas rosa representam os 
DLV. As setas indicam as ST’s encontradas neste estudo. Neste diagrama não foi considerado o nemuero de isolados pertencentes a cada ST. 
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Figura B.7: Alinhamento do fragmento obtido do clone 35 com o EF_A0042 do plasmídeo pTEF1 da 
estirpe V583. 
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Figura B.11: Alinhamento do fragmento obtido do clone 81 com o EF1206. 
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Figura B.19: Alinhamento do fragmento obtido do clone 160 com o EF0587, EF0588 e EF0589. 
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Figura B.32: Alinhamento das sequências obtidas para os clones 73 e 152. 
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